
HAL Id: tel-00769928
https://theses.hal.science/tel-00769928

Submitted on 4 Jan 2013

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Identification de deux gènes NPR1chez les VITACEAE,
analyse de leur diversité de séquences et interactions

avec les facteurs de transcription VvTGA
Karine Bergeault

To cite this version:
Karine Bergeault. Identification de deux gènes NPR1chez les VITACEAE, analyse de leur diversité
de séquences et interactions avec les facteurs de transcription VvTGA. Sciences agricoles. Université
de Haute Alsace - Mulhouse, 2010. Français. �NNT : 2010MULH3259�. �tel-00769928�

https://theses.hal.science/tel-00769928
https://hal.archives-ouvertes.fr


UNIVERSITE DE HAUTE-ALSACE 

ECOLE DOCTORALE JEAN-HENRI LAMBERT - ED 494 

 

 

THESE 

Pour l’obtention du grade de DOCTEUR DE L ’UNIVERSITE DE HAUTE-ALSACE 

Domaine : Biologie cellulaire 

 

 

Karine BERGEAULT 

 

 

IDENTIFICATION DE DEUX GENES NPR1 CHEZ LES 

VITACEAE, ANALYSE DE LEUR DIVERSITE DE SEQUENCES ET 

INTERACTIONS AVEC LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION 

VVTGA 
 

 

 

Soutenue publiquement le 26 novembre 2010 devant le jury composé de : 

 

 

 

 

Frédérique PELSY Chargée de recherches INRA - Colmar Rapporteur 
Patrice THIS Directeur de recherches INRA - Montpellier Rapporteur 
Céline TARNUS Professeur des Universités - Université de Haute-Alsace Examinateur 
Didier MERDINOGLU Directeur de recherches INRA - Colmar Examinateur 
Christophe BERTSCH Maître de conférences, HDR - Université de Haute-Alsace Co-encadrant de thèse 
Bernard WALTER Professeur des Universités - Université de Haute-Alsace Directeur de thèse 



(Kelly, 1997), (Sabeti et al., 2002) (Lewontin et Krakauer, 1973) (Beaumont et Nichols, 

1996) (Vitalis et al., 2001) (Beaumont et Balding, 2004) (Hudson, 2000) (Fay et Wu, 2000) 

(Tajima, 1989) (Fu et Li, 1993) (Hudson et al., 1987) (Fu, 1997) (Li et al., 1985) (Nei et 

Gojobori, 1986) (McDonald et Kreitman, 1991) (Mendgen et Hahn, 2002)  

 

(Meyer et al., 2001) (Newman et al., 2002) (Zeidler et al., 2004) (Kunze et al., 2004) 

(He et al., 1993) (Lee et al., 2001) (Bailey, 1995) (Mattinen et al., 2004) (Pemberton et 

Salmond, 2004) (Qutob et al., 2002) (Veit et al., 2001) (Nurnberger et al., 1994) (Brunner et 

al., 2002) (Osman et al., 2001) (Enkerli et al., 1999) (Ron et Avni, 2004) (Basse et al., 1993) 

(Klarzynski et al., 2000; Klarzynski et al., 2003) (Fliegmann et al., 2004) (Yamaguchi et al., 

2000) (Baureithel et al., 1994) (Ito et al., 1997) (Granado et al., 1995) (Koga et al., 1998) 

(Jourdan et al., 2008) (Stahl et al., 1999)  

 

(Vallad et Goodman, 2004) (Meziane et al., 2005) (Clarke et al., 2005) (Fellbrich et al., 

2002) (Garcia-Brugger et al., 2006) (Ramonell et al., 2002) (Rossard et al., 2006) (Umemura 

et al., 2004) (Tamogami et Kodama, 2000) (Waspi et al., 2001) (Rose et al., 2004) (Rose et 

al., 2005) (Caicedo et Schaal, 2004) (Caicedo et al., 1999) (Wyman et Kanaar, 2004) 

(Pascuzzi et al., 1998) (Tian et al., 2002) (Mauricio et al., 2003) (Xiang et al., 1997) (Bezier, 

2003) (Jeandet et al., 1992) (Force et al., 1999) 

 

 



REMERCIEMENTS  

Voici certainement les pages du manuscrit de thèse les plus difficiles à écrire. Comment 

exprimer avec exactitude toute la gratitude que l’on éprouve envers chaque personne ayant pris 

part de près ou de loin à ce projet ? La difficulté est d’en oublier le moins possible et de trouver 

les mots justes. 

Je tiens à remercier, Bernard Walter, qui m’a accordé sa confiance en me proposant ce 

sujet de thèse. 

Je remercie Christophe Bertsch pour m’avoir conseillée et soutenue dans mes moments de 

doutes et de découragements. 

Je vous remercie tous les deux pour la confiance et la liberté que vous m’avez accordées 

tout au long de ces quatre années ainsi que pour les lectures du manuscrit. 

Je remercie Frédérique Pelsy et Patrice This d’avoir accepté de prendre le temps de lire 

cette thèse et d’en être les rapporteurs. Je remercie Céline Tarnus et Didier Merdinoglu d’avoir 

accepté de participer à mon jury de thèse. Je remercie également Didier Merdinoglu pour sa 

collaboration pour l’article et ses idées d’expériences à la genèse de cette thèse. 

Je remercie la Région Alsace pour avoir financé ce projet pendant ces trois premières 

années. 

Je remercie Claude Le Drian pour son soutien. 

Je remercie également Julie Chong pour ses compétences techniques et sa disponibilité. 

Je profite de cette occasion pour remercier collectivement tous les membres du laboratoire 

qui ont contribué à ce travail et notamment tous ceux qui travaillent dans l’ombre et qui le font 

vivre. Merci plus particulièrement à Yann pour les réponses à mes questions techniques et pour 

la préparation des TP. Mes pensées vont également aux thésards et post doc actuels ou partis 

vers de nouveaux horizons, avec qui j’ai fait un petit bout de chemin et partagé de très bons 

moments. Merci aux personnes qui ont réussi à insuffler de la bonne humeur et de l’harmonie 

dans notre bureau : je pense ici à Gaëlle, Mélanie (lors de ses passages), Noémie et Montsé. Je 

ne peux oublier tous ces moments de détente partagés le midi et qui m’ont permis de 

décompresser et de bien rigoler ; ceci en grande partie grâce à Sylvain, David et Gaëlle. Merci 

à Hélène pour tous les lundis mélodieux qui m’ont permis de m’évader au son de la valse 

champêtre. 

Je remercie également toutes les personnes que j’ai croisées à l’INRA de Colmar, 

particulièrement la bande des jeunes chercheurs du mercredi qui m’a apporté une aide 

ponctuelle. Merci également à Sabine, Pascale et Marie-Annick pour m’avoir fait découvrir les 

joies des inoculations de mildiou ! 



Mes remerciements vont également à Marc Lollier et Véronique Horellou qui m’ont 

permis de me confronter à l’enseignement à l’IUT de Colmar, en tant que vacataire. Un grand 

merci à Jean-Marie et Annie pour leur soutien et leur aide au moment des TP. 

Je remercie également les membres du PEPS qui ont pris le relais au cours de mon ATER. 

Une pensée nostalgique pour les étudiants qui ont pris ma place et auxquels je souhaite de 

s’épanouir. 

 

Je souhaite enfin remercier les personnes qui me sont les plus chères, toutes les personnes 

de ma famille et de mon entourage qui m’ont soutenue tout au long de cette thèse. 

Je remercie l’ensemble de mes amis dispersés aux quatre coins de la France, de la 

Touraine au Languedoc-Roussillon en passant par l’Alsace. 

Je remercie également Georges Haas ainsi que Cédric et Karim pour leur aide précieuse 

et leur efficacité dans cette dernière ligne droite. 

Je remercie Mimine et Séverine, mes amies d’enfance, pour leurs messages de soutien et 

de réconfort. Ce n’est pas toujours facile de vous voir mais c’est toujours un plaisir de vous 

retrouver. 

Je remercie Laurent à qui je dois beaucoup, qui a été un soutien précieux pendant de 

nombreuses années et sans qui je n’en serais pas là aujourd’hui. 

Merci à celle qui était ma collègue et ma chef et qui est devenue aujourd'hui une amie 

précieuse. Elle m'a inlassablement écoutée, encouragée, soutenue et conseillée. Merci Vévaine. 

Merci à mes grands-parents pour leur soutien, même si mon domaine d’étude reste un 

mystère pour eux. Pour répondre à la question qui les préoccupe le plus : ça y est j’ai enfin 

terminé mes études ! A mon grand-père, parti trop tôt, merci pour tous les bons moments 

partagés à tes côtés. 

Merci à mon frérot et à Mimi qui sont toujours présents à mes côtés même si la distance 

nous sépare, je n’oublie pas ces petits rien qui font tout. Allez salut Poilu ! 

Merci à mes parents pour l’amour qu’ils me manifestent notamment par leur soutien 

constant et leurs encouragements à distance. Ils m’ont toujours laissé le choix et donné les 

moyens de réaliser mes rêves. Merci au final pour ce savant mélange de liberté et de présence. 

Enfin, mention très spéciale pour Simon, mon ange voyageur qui a enduré de nombreuses 

baisses de moral et sans qui j’aurais eu beaucoup de difficultés à finir cet interminable 

manuscrit. Maintenant que la page se tourne, une nouvelle aventure nous attend et j’espère 

qu’elle sera longue et belle. 

Vous avez su, chacun votre tour, trouver les bons mots pour m’encourager et surtout pour 

ne pas abandonner… 

Merci à tous… 



L ISTE DES ABREVIATIONS  

 

Aa :  Acide aminé 
AD : Domaine d’activation 
Ade : (A) Adénine 
ADH1 : Alcool déshydrogénase 1 
ADN :  Acide désoxyribonucléique 
ADNc : Acide désoxyribonucléique complémentaire 
AFLP : Polymorphisme de longueur des fragments amplifiés 
ARD : Domaine répété en ankyrine 
ARN :  Acide ribonucléique 
ARNm :  ARN messager 
ARNt :  ARN totaux 
as-1 :  Activating sequence 1 
A. thaliana :  Arabidopsis thaliana 
Avr : Protéine d’avirulence 
BABA :  Acide �-aminobutyrique 
BET :  Bromure d'éthidium 
BLAST :  Outil de recherche d’alignements locaux 
BOP :  Blade On Petiol 
BTB/POZ :  Broad complex, Tramtrac and Bric-à-brac/ POx virus and Zinc Finger 
BTH :  Benzo-(1,2,3)-thiadiazol-7-carbothiate de S-méthyl 
bZIP :  Leucine zipper basique 
CaMV :  Virus de la mosaïque du chou-fleur 
CC :  Coiled-coil 
cv :  Cultivar 
Cys : Cysteine 
DB :  Domaine de liaison à l’ADN 
DNase :  Désoxyribonucléase 
dNTP :  Désoxyribonucléotide tri-phosphate 
E. coli :  Escherichia coli 
EDTA :  Acide ethylène diamine tétraacétique 
EMSA : Gel retard 
EST :  Etiquette de séquence transcrite 
ESTAP :  Pipeline d’analyse des EST 
ET :  Ethylène 
GAL4-AD :  Domaine d’activation du facteur de transcription GAL4 
GFP :  Protéine verte fluorescente 
GSH :  Glutathion réduit 
GSNO :  S-nitrogluthathion 
GST-6 :  Glutathion S-transferase 6 
GW :  Gewurztraminer 
His : (H) Histidine 
HKA :  Hudson Kreitman Aguade 
HR :  Réaction d’hypersensibilité 
HRMA :  Analyse de fusion haute résolution  
INA :  Acide 2,6–dichloroisonicotinique 
I.N.R.A :  Institut National de la Recherche Agronomique 
ISR :  Réponse systémique induite 



JA :  Acide jasmonique 
LAR :  Résistance acquise locale 
LB :  Luria Bertani 
Leu :  (L) Leucine 
LOX1 :  Lipoxygenase 1 
LRR : Domaine riche en leucine 
LS :  Linker scan 
LZ-NBS-LRR : Leucine-zipper – site de liaison nucléotique – domaine riche en leucine 
MALDI-TOF : Désorption-ionisation laser assistée par matrice - Spectromètre de masse à 

temps de vol 
MAMP : Profil moléculaire associé aux microbes 
MeJA : Méthyljasmonate 
MeSA : Méthylsalicylate 
NBS : Site de liaison nucléotidique 
NH1 : NPR1 homolog 1 
NIM1 : Non-inducible immunity 1 
NLS : Signal de localisation nucléaire 
NPR1 : Nonexpressor of pathogenesis-related 1 
OBF : Facteur de liaison à l’octopine 
ocs : Octopine synthase 
OGA : Oligogalacturonides 
OGM : Organisme Génétiquement Modifié 
Oligo dT : Oligo desoxyribothymidine 
P35S : Promoteur 35S du virus de la mosaïque du chou-fleur 
PAMP : Profil moléculaire associé aux agents pathogènes 
pb : Paire de bases 
PCD : Mort cellulaire programmée 
PCR : Amplification en chaîne par polymérase 
PEG : Polyethylène glycol 
Pfx : Bactéries du genre Pyrococcus dont est extraite une ADN polymérase 
PGIP : Protéines inhibant la polygalacturonase. 
PN : Pinot noir 
PR : Associé à la pathogénécité 
Psm : Pseudomonas syringae pathovar maculicola 
Pst : Pseudomonas syringae pathovar tomato DC3000 
pv : Pathovar 
PVP : Polyvinylpyrrolidone 
QTL : Locus de trait quantitatif 
R : Protéine de résistance 
RAPD : Amplification aléatoire de fragments d'ADN polymorphe 
RFLP : Polymorphisme de longueur des fragments de restriction 
RGA : Analogue de gènes de résistance 
RLK : Receptor like-kinase 
RLP : Receptor-like protein 
ROS : Espèces activées de l’oxygène 
rpm : Rotations par minute 
Rpv1 : Résistance à Plasmopara viticola 
RT-PCR : Transcription inverse - PCR 
Run1 : Résistance à Erysiphe necator 
SA : Acide salicylique 



SAR : Résistance systémique acquise 
SD : Dextrose synthetique  
SDS : Sodium dodecyl sulfate 
SNO : S-nitrosothiol 
SNP : Polymorphisme d’une seule paire de base 
SSR : Répétitions de séquences simples 
STR : Séquences répétées en tandem 
T35S : Terminateur 35S du virus de la mosaïque du tabac 
TA : Domaine d’activation transcriptionnelle 
TAE : Tris acetate EDTA 
Taq : Thermus aquaticus dont est extraite une ADN polymérase 
TILLING : Identification des lésions induites localement dans le génome 
TIR : Récepteur Toll-Interleukine 
Tm : Température de fusion 
TMV : Virus de la mosaïque du tabac 
Tris : 2-amino-2-(hydromethyl)propane-1.3 diol 
Trp :  (W) Tryptophane 
TTSS : Système de sécrétion de type trois 
U : Unité 
UAS : Séquence d'activation en amont 
VNTR : Nombre variable d’unités de répétition 
X-Gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside 
YNB : Yeast Nitrogen Base 
YPD : Yeast extract Peptone Dextrose 
 
 



  Sommaire 

 

SOMMAIRE  

Remerciements ........................................................................................................................... 3 
Liste des abréviations ................................................................................................................. 5 
Sommaire ................................................................................................................................... 8 
Avant-propos............................................................................................................................ 11 

INTRODUCTION GENERALE .....................................................................12 

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE................................................................15 
1. Le génome des végétaux...........................................................................16 

1.1. Le génome des végétaux : une évolution constante ............................................. 16 
1.1.1. Les recombinaisons.................................................................................................. 16 
1.1.2. Les duplications : une origine de la diversité ? ........................................................ 16 
1.1.3. Les mutations ........................................................................................................... 20 

1.2. Concepts d’homologie / paralogie / orthologie ....................................................20 
1.3. La structure des gènes .......................................................................................... 21 
1.4. Polymorphisme de séquence et évolution ............................................................22 

1.4.1. Théorie neutraliste de l'évolution moléculaire de Kimura ....................................... 22 
1.4.2. Signatures de sélection naturelle au niveau moléculaire.......................................... 23 
1.4.3. Méthodes de détection de la sélection naturelle à l'échelle moléculaire .................. 23 
1.4.4. Méthodes de détection de la diversité génétique...................................................... 24 

2. La vigne.....................................................................................................29 
2.1. Domestication et évolution................................................................................... 29 
2.2. Importance économique et culturelle ................................................................... 29 
2.3. Taxonomie............................................................................................................ 30 
2.4. Modes de propagation de la vigne........................................................................ 31 

2.4.1. La reproduction sexuée ............................................................................................ 31 
2.4.2. La multiplication végétative..................................................................................... 32 

2.5. Génome de la vigne.............................................................................................. 33 
2.6. La vigne et ses pathogènes ................................................................................... 35 

2.6.1. Les principaux pathogènes de la vigne .................................................................... 35 
2.6.2. Les alternatives à la résistance naturelle .................................................................. 38 

3. Interactions plantes / agents pathogènes : une guerre évolutive...............41 
3.1. Concepts généraux de phytopathologie................................................................ 41 

3.1.1. Introduction.............................................................................................................. 41 
3.1.2. Coévolution plantes / agents pathogènes : évolution du système immunitaire de la 

plante........................................................................................................................ 42 
3.2. Les signaux hormonaux impliqués dans la mise en place des mécanismes de 

défense................................................................................................................. 50 
3.2.1. L’acide salicylique ................................................................................................... 50 
3.2.2. L’acide jasmonique.................................................................................................. 51 
3.2.3. L’éthylène ................................................................................................................ 52 

3.3. Les mécanismes de résistance de la plante........................................................... 52 
3.3.1. Les résistances locales ............................................................................................. 53 
3.3.2. Les résistances systémiques ..................................................................................... 53 

3.4. Les réponses de défense mises en place par la plante .......................................... 55 
3.4.1. Protéines PR............................................................................................................. 55 
3.4.2. Phytoalexines ........................................................................................................... 58 
3.4.3. Le renforcement des parois ...................................................................................... 58 

 
 



  Sommaire 

 

3.5. Les régulateurs génétiques de la SAR.................................................................. 59 
3.5.1. NPR1 : régulateur clé de la voie de signalisation de l’acide salicylique.................. 60 
3.5.2. Les facteurs de transcription TGA........................................................................... 66 
3.5.3. Interactions de NPR1 avec des facteurs de transcription ......................................... 69 

4. Objectifs et présentation du travail de thèse .............................................72 

CHAPITRE I : Choix des accessions dans la famille des Vitaceae et tests de 
résistance au mildiou.........................................................................................74 

1. Introduction...............................................................................................75 
2. Résultats ....................................................................................................76 

2.1. Choix des accessions............................................................................................ 76 
2.2. Tests d’inoculation mildiou.................................................................................. 76 

3. Conclusions...............................................................................................77 

CHAPITRE II : Identification et faible niveau de polymorphisme des gènes 
NPR1.1 et NPR1.2 dans la famille des Vitaceae..............................................78 

1. Introduction...............................................................................................79 
2. PUBLICATION : Low level of polymorphism in two putative NPR1 
homologs in the Vitaceae family .....................................................................81 
3. Conclusion ................................................................................................95 

CHAPITRE III : Etude des régions promotrices et introniques de 
VvNPR1.1 et VvNPR1.2.....................................................................................96 

1. Introduction...............................................................................................97 
2. Résultats ....................................................................................................97 

2.1. Recherche d’éléments régulateurs dans les promoteurs des gènes VvNPR1.1 et 
VvNPR1.2 par une approche in silico.................................................................. 97 

2.2. Etude de la diversité génétique des régions introniques de VvNPR1.1 et 
VvNPR1.2............................................................................................................ 98 

3. Conclusion ................................................................................................99 

CHAPITRE IV : Identification des gènes VvTGA chez la vigne et 
interactions avec VvNPR1.1 ...........................................................................100 

1. Introduction.............................................................................................101 
2. Résultats ..................................................................................................102 

2.1. Identification de VvTGA chez la vigne............................................................... 102 
2.2. Recherche des interactions par la technique du double hybride de VvNPR1.1 

avec les VvTGA identifiés ................................................................................ 103 
2.2.1. Principe de la technique du double-hybride........................................................... 103 
2.2.2. Clonage des gènes VvNPR1.1 et VvTGA dans les vecteurs pGBKT7 et pGADT7 104 
2.2.3. Vérification de l’absence d’auto-activation de la transcription des constructions dans 

la levure.................................................................................................................. 105 
2.2.4. Tests d’interaction de VvNPR1.1 avec VvTGA1 et VvTGA4 .............................. 106 

3. Conclusions.............................................................................................106 

DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES .....................................109 
1. Approche développée pour l’étude des gènes NPR1 chez la vigne........110 
2. Validation des accessions de vigne pour l’étude des gènes NPR1.........110 

 
 



  Sommaire 

 

3. Hypothèse évolutive................................................................................111 
3.1. Organisation génomique .................................................................................... 111 
3.2. Diversité de séquence des gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2................................. 112 
3.3. Co évolution entre les gènes VvNPR et les agents pathogènes ?........................113 

4. Interaction avec les facteurs de transcription TGA ................................114 
5. Interaction de NPR1 avec d’autres facteurs de transcription..................116 
6. Caractérisation fonctionnelle de VvNPR1.1 et VvNPR1.2....................116 
7. Contribution de l’étude pour la résistance face aux agents pathogènes chez 
la vigne...........................................................................................................118 

MATERIELS ET METHODES ....................................................................120 
1. Matériels biologiques..............................................................................121 

1.1. Matériel végétal.................................................................................................. 121 
1.2. Souche de bactéries ............................................................................................ 121 
1.3. Souche de levures............................................................................................... 121 
1.4. Plasmopara viticola ........................................................................................... 122 
1.5. Vecteurs de clonage et d’expression .................................................................. 122 

1.5.1. Vecteur de clonage : pCR2.1 (Invitrogen) ............................................................. 122 
1.5.2. Vecteurs double hybride : pGBKT7 et pGADT7 (Clontech) ................................ 122 

1.6. Oligonucléotides................................................................................................. 123 
2. Méthodes.................................................................................................124 

2.1. Extraction des acides nucléiques........................................................................ 124 
2.1.1. Extraction de l’ADN génomique ........................................................................... 124 
2.1.2. Extraction d’ARN .................................................................................................. 124 

2.2. Clonage de fragments d’ADN dans les vecteurs................................................ 124 
2.2.1. PCR........................................................................................................................ 124 
2.2.2. RT-PCR.................................................................................................................. 125 
2.2.3. Digestion d’ADN par des enzymes de restriction.................................................. 125 
2.2.4. Analyse de fragments d’ADN en gel d’agarose..................................................... 126 
2.2.5. Purification de fragments d’ADN sur gel d’agarose.............................................. 126 
2.2.6. Quantification......................................................................................................... 126 
2.2.7. Ligation.................................................................................................................. 126 
2.2.8. Culture des bactéries .............................................................................................. 127 
2.2.9. Transformation de la souche bactérienne DH5�.................................................... 127 
2.2.10. Extraction de plasmides par la technique de la lyse alcaline ................................. 128 
2.2.11. Séquençage ............................................................................................................ 128 
2.2.12. Conservation des souches de bactéries et de levures............................................. 128 

2.3. Technique du double hybride dans la levure...................................................... 129 
2.3.1. Culture des levures................................................................................................. 129 
2.3.2. Double hybride....................................................................................................... 129 
2.3.3. Extraction d’ADN plasmidique des clones recombinants de levure...................... 130 

2.4. Evaluation de la résistance des plantes aux pathogènes..................................... 131 
2.4.1. Récolte du matériel végétal et mise en place du dispositif .................................... 131 
2.4.2. Inoculation de l’agent pathogène Plasmopara viticola.......................................... 131 
2.4.3. Observations : Notations OIV................................................................................ 131 

3. Méthodes de bioinformatique .................................................................131 

REFERENCES ................................................................................................133 

ANNEXES........................................................................................................160 
 



 

 

AVANT -PROPOS 

 

Dans ce manuscrit, les noms des protéines sont écrits en majuscules et les noms des 

gènes en majuscules et en italiques. Dans la partie résultats, lorsque les gènes font référence à 

ceux trouvés au sein de la famille des Vitaceae, ils sont écrits NPR1.1 et NPR1.2. En 

revanche, lorsqu’ils font référence aux gènes trouvés dans l’espèce Vitis vinifera, ils sont 

notés VvNPR1.1 et VvNPR1.2. 
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Les plantes, malgré leur immobilité, ont développé divers mécanismes sophistiqués et 

efficaces pour reconnaître et combattre les agents pathogènes lors de leurs attaques. La 

résistance des plantes est définie comme la capacité des plantes à contenir l’effet préjudiciable 

d’un agent pathogène. Les plantes contiennent l’information génétique nécessaire pour 

résister à l’infection d’une multitude d’agents phytopathogènes et ravageurs tels que des virus, 

bactéries, insectes, nématodes, champignons et oomycètes. Les plantes ont élaboré au cours 

de l’évolution diverses stratégies performantes de défenses face à l’attaque d’un agent 

pathogène. Cette résistance peut s’opérer à différents niveaux en utilisant soit des systèmes de 

défenses constitutifs préexistants (cuticule, cire), soit des systèmes de défenses induits 

apparaissant après la perception de l’agression. Dans la plupart des cas, la première ligne de 

défense est suffisante pour repousser l’agent pathogène, mais parfois les barrières 

constitutives ne sont pas suffisantes et une autre ligne de résistance est requise. Ces réactions 

de défense secondaires incluent la production des composés antimicrobiens, la mort cellulaire 

programmée (réponse hypersensible, HR) et des modifications de la paroi cellulaire. 

Les interactions plantes / agents pathogènes sont très complexes et impliquent une 

communication bidirectionnelle au niveau moléculaire. La plante coordonne la transcription 

de plusieurs miliers de gènes dont l’unique objectif est la résistance. Le succès de la plante 

dépend de l’intensité et de la rapidité de la perception des signaux des agents pathogènes et de 

leur transmission dans celle-ci pour produire une réponse efficace contre l’agent pathogène. 

Chez Arabidopsis, l'identification des gènes induisant une réponse à des agents pathogènes ou 

éliciteurs chimiques fait l’objet de nombreuses études. Elles indiquent que pas moins de 25% 

des gènes identifiés chez Arabidopsis ont un niveau transcriptionnel affecté suite à l’attaque 

d’un agent pathogène. Ainsi, une meilleure connaissance des mécanismes fondamentaux 

impliqués dans de telles réponses de défense aidera à la compréhension des interactions 

plantes / agents pathogènes et permettra une meilleure résistance des plantes. 

La synthèse bibliographique présente l’état des connaissances sur le génome des 

végétaux et quelques méthodes de détection de la diversité génétique. La vigne et les 

interactions plantes / agents pathogènes seront ensuite exposées. Cette partie explique 

brièvement les différentes réponses aux maladies qui se produisent dans la plante lors de 

l’infection par un agent pathogène. Une dernière partie de ce chapitre donne les 

caractéristiques et le rôle du gène NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-related gene 1) ainsi 

que ceux des facteurs de transcription, éléments essentiels dans l’activation des gènes de 

défense. 
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Le chapitre 1 présente le choix des accessions de vigne pour la suite des expériences. 

Les chapitres 2 et 3 présentent les résultats obtenus concernant l’identification de deux gènes 

NPR1 dans la famille des Vitaceae (VvNPR1.1 et VvNPR1.2) et leur niveau de polymorphisme 

dans les exons et les introns. Le chapitre 4 expose les résultats sur l’identification de cinq 

facteurs de transcription TGA dans la famille des Vitaceae (VvTGA 1 à 5) ainsi que leur 

interaction avec VvNPR1.1. Les résultats obtenus sont discutés et de nouvelles perspectives 

sont avancées dans la partie discussion générale et perspectives. Dans la partie références, 

une liste de la littérature utilisée et citée dans cette thèse est fournie et enfin les cartes des 

plasmides utilisés pendant l’étude sont donnés en annexes. 
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1. Le génome des végétaux 

1.1.  Le génome des végétaux : une évolution constante 

Le génome est un ensemble plutôt dynamique et flexible. Une stabilité totale signifierait 

un état statique qui s’opposerait à l’apparition de nouvelles formes de vie en réponse aux 

modifications extérieures. Les génomes des végétaux sont constamment soumis à de 

nombreux stress environnementaux et sont donc sujets à de constantes variations. Les gènes et 

les génomes actuels sont le résultat de l’accumulation d’événements qui se sont produits dans 

le passé. Les génomes sont le siège de grands remaniements chromosomiques qui peuvent 

être conservés au cours de l’évolution (Aguilera et Gomez-Gonzalez, 2008). Ils peuvent aussi 

être à l’origine de la mort cellulaire programmée mais également la cause de maladies 

génétiques notamment dans les populations humaines (Vialard et al., 2004). 

Plusieurs types d’événements moléculaires sont responsables de l’évolution et de la 

variabilité des génomes chez les plantes : les recombinaisons, les duplications de gènes et les 

mutations. 

 

1.1.1. Les recombinaisons 

La recombinaison génétique est un réarrangement du génome car de l'ADN est échangé 

soit entre chromosomes homologues soit entre chromosomes non homologues via des 

enjambements (crossing-over) au cours de la méiose. Ce brassage génétique conduit donc à 

l'apparition de nouvelles combinaisons de gènes qui seront ensuite soumises à la sélection 

naturelle. De récentes études se sont intéressées aux points chauds de recombinaison chez les 

plantes, avec notamment l'identification de taux de recombinaison 70 fois plus élevés dans des 

régions hautement recombinogènes par rapport au reste du génome chez Arabidopsis thaliana 

(Li  et al., 2007). 

 

1.1.2. Les duplications : une origine de la diversité ? 

Les événements de duplication de séquences d’ADN contribuent très largement aux 

processus évolutifs des génomes et nous pouvons les considérer comme le moteur essentiel de 

l’évolution (Ohno, 1970). D’après les premières données issues du séquençage des génomes 

de l’arabette, du riz, de la vigne et du peuplier, il semblerait que de nombreux gènes aient été 

dupliqués puis maintenus par la sélection naturelle au cours de l’évolution (Sterck et al., 

2007). 
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Il existe différents types de duplication qui peuvent se produire au sein d’un génome. 

Les séquences dupliquées proviennent soit d’une partie de gène, d’un gène (duplication 

génique), d’un bloc de plusieurs gènes, d’un chromosome entier (aneuploïdisation) ou de 

l’ensemble du génome (polyploïdisation) (Sankoff, 2001). 

Les copies dupliquées peuvent être situées côte à côte dans le génome (duplication en 

tandem) ou bien elles peuvent être dispersées au sein du génome. Environ 15% des gènes 

correspondent à des duplications en tandem pour les génomes végétaux séquencés (Jander et 

Barth, 2007). Par la combinaison des différents types de duplication, un nombre important de 

gènes peut être obtenu à partir d’un seul gène ancestral. 

Les éléments transposables et rétrotransposables sont également très importants dans la 

dynamique du génome et dans la duplication des gènes (Bennetzen, 2000; Moffat, 2000; 

Bennetzen, 2002). Ces éléments sont très courants chez les graminées et représentent, par 

exemple, 70% du génome du maïs (Ouyang et Buell, 2004) (Figure SB.1). Pour l’évolution 

des gènes, les segments dupliqués constituent une source plus importante d’ADN que la 

duplication d’un gène entier car ils permettent la spécialisation ou l’apparition de nouvelles 

fonctions. Ces nouveaux gènes codent des protéines qui ne sont pas essentielles pour la 

viabilité des organismes mais peuvent être, par exemple, importantes pour l’adaptation des 

espèces à certaines niches écologiques (Duda et Palumbi, 1999). Chez les mammifères, un 

certain nombre de gènes dupliqués sont impliqués dans l’évolution récente du système 

immunitaire, de la détoxification et de la reproduction (Copley et al., 2003). 

Les processus de polyploïdie peuvent se produire chez tous les Eucaryotes et en 

particulier chez les végétaux (Wendel, 2000) mais sont plus particulièrement fréquentes chez 

les Angiospermes (Otto et Whitton, 2000; Blanc et Wolfe, 2004; Chapman et al., 2006). La 

polyploïdie est un phénomène courant chez les plantes qui a certainement joué un rôle 

important dans la spéciation et l’évolution des espèces cultivées. Par exemple, Arabidopsis 

serait passé récemment par un état de tétraploïdie avec ensuite, une perte d’une partie des 

gènes dupliqués (Duarte et al., 2006). Une collaboration franco-italienne a permis de 

séquencer le génome de la vigne. Les résultats révèlent que l’ancêtre des plantes 

dicotylédones a subi plusieurs événements de duplication de son génome après la divergence 

des plantes monocotylédones et dicotylédones (Jaillon et al., 2007). 
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Chez les polyploïdes, il faut distinguer les autopolyploïdes, composés de multiples jeux 

de chromosomes provenant d’une même espèce (dysfonctionnement au cours des divisions 

cellulaires), des allopolyploïdes, qui comportent des jeux de chromosomes issus d’au moins 

deux espèces (Osborn et al., 2003). Certaines familles importantes des végétaux, telles que les 

graminées (Poales) sont principalement constituées de plantes polyploïdes (Bennetzen, 2007). 

La polyploïdie est un facteur important dans la formation de nouvelles espèces à travers la 

spéciation (Dubcovsky et Dvorak, 2007). On notera qu’A. thaliana, dont le génome est 

considéré comme diploïde, est en fait un ancien polyploïde (Blanc et al., 2003). 

 

1.1.2.1. Devenir des gènes dupliqués 

Une duplication engendre une copie surnuméraire d’un gène. Une des deux copies du 

gène, en l’absence de pression de sélection, est libre d’accumuler des mutations aléatoirement. 

Ainsi, plusieurs scénarios évolutifs peuvent être proposés. 

 

1.1.2.1.1. La pseudogénisation 

La duplication génère une redondance fonctionnelle et une des copies va 

progressivement être inactivée par l’accumulation de mutations tandis que l’autre copie prend 

en charge la fonction essentielle de la région considérée. Un pseudogène est alors formé. Il 

s’agit d’une copie de gène qui n’est plus exprimée ou dont la protéine n’est plus fonctionnelle 

(Mighell et al., 2000; Balakirev et Ayala, 2003). Par la suite, ces pseudogènes peuvent être 

délétés du génome ou alors diverger de telle manière qu’aucune similarité de séquence avec la 

copie originelle ne peut être mise en évidence. Par contre, si les pseudogènes ont été formés 

récemment, ils pourront être identifiés grâce à leur similarité de séquence. 

 

1.1.2.1.2. La conservation de la fonction 

Dans ce cas, la copie dupliquée conserve la même fonction que le gène originel, de ce 

fait les séquences ont très peu divergé (Blanc et Wolfe, 2004). La présence de deux copies de 

gènes peut parfois être un avantage simplement parce que cette redondance permet 

d’augmenter les quantités de protéines ou d’ARN synthétisés. Ainsi, des quantités amoindries 

peuvent être observées suite à l’altération d’une copie dupliquée d’une famille de gènes chez 

certains mutants. Cette situation est due au fait que la ou les copies restantes ne peuvent pas 

compenser au niveau de la transcription ou de la traduction le déficit résultant de cette 

mutation. Un phénotype peut être associé à ce déficit de dosage génique (Osborn et al., 2003). 
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Figure SB.2 : Schéma des processus de subfonctionnalisation et de néofonctionnalisation (d’après Lynch et 

al., 2001) 

Dans les deux cas, le gène ancestral est à gauche et la nouvelle copie qui en résulte est à droite. 

Pour le processus de subfonctionnalisation, le gène est divisé en deux sections, chacune indique une sous-

fonction libre de mutations. Les lignes diagonales indiquent une perte de la fonction, les ronds indiquent une 

néofonctionnalisation (accompagné d’une perte de la fonction initiale). 

Les probabilités d’un destin alternatif sont énumérés à gauche : non, nonfonctionnalisation ; sub, 

subfonctionnalisation ; neo, neofonctionnalisation ; et o, le locus initial et m, le locus nouvellement apparut. 

Les conséquences génomiques des différents destins sont marquées à droite. 
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1.1.2.1.3. La subfonctionnalisation 

Le processus de subfonctionnalisation est également appelé «partage de fonctions 

ancestrales». Bien qu’une quantité plus importante de produit des gènes puisse être 

avantageuse, deux gènes ayant la même fonction ne sont pas stables au sein d’un génome 

(Nowak et al., 1997). Théoriquement, deux copies identiques peuvent être maintenues si la 

fonction correspondante diffère par certains points (Nowak et al., 1997). Lors de la 

duplication d’un gène codant deux domaines fonctionnels, chaque copie va conserver un des 

deux domaines fonctionnels par accumulation de mutations dans la séquence codant l’autre 

domaine fonctionnel. Ainsi, la fonction ancestrale sera partagée entre les deux copies (Figure 

SB.2 A) (Lynch et Force, 2000; Lynch et al., 2001). La subfonctionnalisation peut également 

correspondre à la division de l’expression génique après une duplication c’est-à-dire que les 

deux copies seront exprimées dans différentes conditions. Dans les deux cas, les deux gènes 

se complémentent fonctionnellement et seront conservés dans le génome. Force et al. (1999) 

ont étudié le rôle de ces événements dans la conservation des gènes dans le génome. Ils 

qualifient ce processus de « DDC » c’est-à-dire Duplication-Dégénération-Complémentation. 

Chez Saccharomyces cerevisiae, l’évolution d’éléments cis-régulateurs présents dans les 

gènes dupliqués résulte de la combinaison de pression de sélection positive et d’évolution 

selon le modèle DDC (Papp et al., 2003). 

 

1.1.2.1.4. La néofonctionnalisation 

Le processus le plus important sur le plan évolutif est la formation d’une nouvelle 

fonction après duplication. Les deux copies vont alors diverger et l’une des copies va 

conserver la fonction originelle alors que l’autre va acquérir une nouvelle fonction (Figure 

SB.2 B) (Nadeau et Sankoff, 1997). 

 

1.1.2.2. L’émergence des familles multigéniques 

Les duplications entraînent une redondance de l’information génétique et sont une 

composante principale de l’évolution des génomes et de l’apparition de familles 

multigéniques (Dayhoff, 1976). Sous la pression évolutive, la redondance initiale a tendance à 

diminuer au cours du temps, entraînant une modification du génome sur le plan structural et 

sur le plan fonctionnel (Wendel, 2000). Bien que des fonctions redondantes aient été 

observées au sein des familles multigéniques, de nombreuses études de mutants d’A. thaliana 

ont montré le rôle unique de certains membres. 
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L’acquisition progressive de différences, comme l’accumulation aléatoire des mutations 

dans leur séquence et la modification de leur structure ont pour conséquence leur évolution 

fonctionnelle. Leur évolution peut concerner la séquence codante, les parties non codantes ou 

les régions régulatrices du gène dupliqué (Lynch et Force, 2000; Lynch et al., 2001). 

 

1.1.3. Les mutations 

La mutation est une erreur qui survient lors de la réplication du matériel génétique. 

Les mutations sont dites ponctuelles lorsqu’il s’agit de la modification d’un nucléotide. 

Etant donné que la proportion de régions codant des protéines ne représente pas la majorité du 

génome, la plupart des mutations sont neutres car elles affectent des régions non codantes et 

ne produisent aucun changement aux caractères métaboliques ou phénotypiques. Certaines 

mutations ponctuelles se traduisent par la substitution d’un nucléotide par un autre. 

Lorsqu’une mutation apparaît dans la séquence codante d’un gène, elle va générer un nouvel 

allèle. Parfois, à cause de la redondance du code génétique, le nouveau codon code le même 

acide aminé que le codon original. La séquence protéique n’est donc pas modifiée (mutation 

synonyme ou silencieuse). Ce type de mutation représente environ un tiers des mutations 

ponctuelles. Dans certains cas, les mutations ponctuelles entraînent une modification de 

l’acide aminé codé (mutation faux-sens). Le changement d’un acide aminé peut avoir des 

répercussions en terme de fonction de la protéine. Le changement de nucléotide qui provoque 

le remplacement d’un codon spécifiant un acide aminé par un codon stop (mutation non-sens) 

résulte en la production d’une protéine tronquée. Certaines mutations sont décalantes car 

l’addition ou la suppression de nucléotides non multiple de trois provoque un changement 

dans le cadre de lecture (insertions ou délétions) (Clark, 2005). 

Les mutations sont dites dynamiques lorsqu’elles correspondent à l’augmentation du 

nombre de certains triplets sur plusieurs générations (Richards, 2001; Pearson et al., 2005). 

Ces mutations résultent d’un dérapage (slipped strand mispairing) dans certaines zones 

instables du génome. 

 

1.2.  Concepts d’homologie / paralogie / orthologie 

Le séquençage du génome d’un organisme est la plupart du temps suivi par une phase 

d’annotation c’est-à-dire d’identification des ORFs présentes dans son génome. Cette 

identification repose principalement sur un critère de similarité de séquence. L’objectif est 

d’identifier dans différents génomes les gènes qui codent des protéines qui accomplissent les 

mêmes fonctions dans la cellule. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.3 : Arbre phylogénétique hypothétique illustrant les relations orthologues et paralogues entre 

trois gènes ancestraux et leurs descendants dans trois espèces (d’après Koonin, 2005) 

LCA (last common ancestor), dernier ancêtre commun pour les espèces comparées. 

Cette figure montre un arbre phylogénétique hypothétique d'une famille de gènes qui se compose de trois 

branches, chacune illustrant un cas distinct de relation orthologues-paralogues. 

Selon la figure, l’ancêtre commun de la famille entière a existé avant le dernier ancêtre commun de chacune des 

trois espèces comparées. Le LCA a généré trois gènes paralogues X, Y et Z qui sont devenus les ancêtres des 

trois branches de l’arbre. Ainsi, chaque gène de la branche 1 est un paralogue de chaque gène de la branche 2 et 

3 et inversement. La branche 1 correspond à un cas simple par lequel l’évolution du dernier ancêtre commun n’a 

rien impliqué d’autre que la transmission verticale. Par conséquent, les gènes des différentes espèces XA, XB et 

XC sont orthologues entre eux. La branche 2 montre une duplication dans l’espèce A. Les gènes YA1 et YA2 

sont des co-orthologues des gènes YB et YC. Dans la branche 3, la situation est compliquée par des duplications 

dans chacune des espèces. Ainsi, les gènes ZA1-3 sont collectivement co-orthologues de ZB1-2 et de ZC1-2. 
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Lorsque la séquence requête présente des éléments similaires avec les séquences des 

bases de données, elle est alors conservée. Lorsque deux protéines ont des séquences 

présentant une similarité élevée [identité globale supérieure à 30% environ ; (Doolittle, 

1994)], il y a une probabilité relativement grande pour que ces deux protéines dérivent d’une 

protéine ancestrale commune et donc d’une même séquence ancestrale. Nous pouvons alors 

en déduire que ces deux séquences et les deux protéines qui en découlent sont homologues 

(Fitch, 1966). 

Par ailleurs, les relations d’homologie entre gènes sont principalement de deux ordres : 

soit les gènes sont orthologues, soit ils sont paralogues (Figure SB.3). 

Les gènes orthologues sont des gènes d’espèces différentes qui ont évolué par spéciation 

à partir d’un gène ancestral présent chez le dernier ancêtre commun desdites espèces (Fitch, 

1970). Par exemple, les gènes de globines � de souris et de lapin sont orthologues. 

Les gènes paralogues sont des gènes qui ont évolué à partir d’un gène ancestral et sont 

issus d’un événement de duplication (Fitch, 1970). Par exemple, les gènes de globines � et � 

d’une même espèce sont paralogues. 

Généralement, les gènes orthologues conservent une fonction identique au cours de 

l’évolution et les fonctions sont conservées d’un organisme à l’autre, alors que les gènes 

paralogues développent des fonctions nouvelles, quoique liées à la fonction originelle 

(Koonin, 2005). 

 

1.3.  La structure des gènes 

Les exons codent à la fois la séquence en acides aminés de la protéine et la région non 

traduite des ARNm. Ils sont minoritaires dans les gènes eucaryotes. 

La majorité des gènes est composée d’introns qui coupent les exons. Les introns sont 

transcrits en même temps que les exons en ARN puis ils sont éliminés au cours de l'épissage. 

Les introns représentent approximativement 24% du génome humain (Venter et al., 2001) et 

30 ans après leur découverte, leur fonction et leur origine restent encore à élucider. Certains 

introns joueraient un rôle dans la régulation transcriptionnelle (Brooks et al., 1994). Leur 

niveau de conservation inter-espèces varie selon les gènes, suggérant qu’il existe des 

pressions de sélection liées à des fonctions biologiques encore inconnues des introns 

(Majewski et Ott, 2002; Gaffney et Keightley, 2006). Avec le nombre croissant de génomes 

entièrement séquencés, de mieux en mieux annotés et disponibles dans les bases de données, 

la dynamique évolutive des introns pourra être explorée à une large échelle. 
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1.4.  Polymorphisme de séquence et évolution 

Analyser les profils polymorphiques de séquence et la divergence d’un gène donné entre 

différentes espèces permet de caractériser les forces évolutives qui agissent sur ce gène 

(Charlesworth et Wright, 2001). Deux forces évolutives peuvent s’exercer sur une 

population : la dérive génétique qui est aléatoire ou la sélection qui est orientée. Ces forces 

évolutives font varier les fréquences alléliques au sein de la population (Nielsen, 2005). 

La dérive génétique est caractérisée par une fluctuation aléatoire de la fréquence des 

gènes au cours des générations. Les populations naturelles ont rarement des effectifs 

constants. La probabilité de dérive génétique est plus importante dans les périodes où les 

effectifs sont faibles. Si une population passe pendant plusieurs générations par un effectif 

très faible, il peut y avoir une perte par dérive génétique d’une grande part de sa diversité 

allélique. 

La sélection naturelle engendre l’accumulation de génotypes ayant un fort pouvoir 

adaptatif (ou fitness). La sélection permet donc d’adapter une population à son milieu en 

augmentant ou en maintenant dans le patrimoine génétique de cette population la fréquence 

des allèles favorables. 

La sélection naturelle influence de trois manières le devenir des mutations codantes : on 

parle de mutations avantageuses (ou adaptatives) si le nouvel allèle procure un avantage 

sélectif, de mutations délétères dans le cas inverse (éliminées par la sélection) ou de mutations 

neutres si le nouvel allèle ne procure ni avantage ni désavantage adaptatif (Nielsen, 2005). 

 

1.4.1. Théorie neutraliste de l'évolution moléculaire de Kimura 

Le modèle de Motoo Kimura, également appelé « théorie neutraliste de l'évolution 

moléculaire » ou bien « théorie de la mutation et de la dérive aléatoire » s’appuie 

principalement sur la génétique moléculaire et sur la variabilité génétique. Cette théorie 

suggère que la plus grande partie de la variabilité génétique (le polymorphisme intra-espèce et 

la divergence entre espèces) est neutre et que les polymorphismes sont éliminés ou fixés dans 

les populations sous l'influence des effets environnementaux de la dérive génétique. C'est-à-

dire que la plupart des substitutions de nucléotides seraient neutres en dépit de la sélection et 

seraient maintenues dans les populations par un équilibre entre leur taux de production par 

mutation et leur élimination aléatoire (Kimura, 1983). 

Lorsqu’il y a sélection, les observations du polymorphisme ne peuvent pas être 

expliquées par le modèle de l’évolution neutre. 

 



 

 

 

 

Sélection naturelle a- Neutre 

b- Positive, 
adaptative, 

diversificatrice, 
Darwinienne 

c- Balancée, 
équilibrante 

d- Négative, 
purificatrice 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Caractéristiques 
Absence de 
sélection 

Favorise les 
variants génétiques 

Maintien le 
polymorphisme 

allélique dans une 
population 

Diminue la 
fréquence ou 

élimine les variants 
génétiques 

 

Tableau SB.1 : Effets de la sélection naturelle sur la généalogie des gènes et les fréquences alléliques 

(d’après Bamshad et Wooding, 2003) 

Chaque arbre (a-d) représente la généalogie complète d’une population de 12 individus haploïdes. Chaque ligne 

retrace la généalogie d’un individu, les lignes en couleur représentent tous les descendants qui ont hérité soit 

d’un allèle neutre (a), soit d’un allèle affecté par la sélection naturelle (b-d) à partir de leur ancêtre commun 

(coalescence de la généalogie). 

(a) Fixation de l’allèle neutre (rouge). 

(b) Fixation rapide d’un allèle (vert) après un événement de sélection positive (flèche). 

(c) Ni fixation, ni extinction de deux allèles (bleu et marron). 

(d) Fixation d’un allèle (rose). Chaque cercle représente l’élimination d’une mutation délétère. 
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1.4.2. Signatures de sélection naturelle au niveau moléculaire 

Pour détecter la sélection naturelle, une approche directe consisterait à suivre 

expérimentalement une population au cours du temps. Cependant, cette approche nécessite 

des données très difficiles à obtenir sur de longues périodes. Une approche alternative 

« indirecte » consiste à détecter les signatures moléculaires de la sélection. 

Lorsqu’une mutation avantageuse apparaît dans un génome, elle peut être fixée c'est-à-

dire qu’elle remplace toute autre variation présente à ce locus. La région où la mutation est 

apparue se retrouve alors dépourvue des mutations neutres qui s'accumulent normalement aux 

sites silencieux de l'ADN. Ce phénomène est appelé balayage sélectif ou « selective sweep ». 

La sélection positive, également appelée diversifiante ou adaptative entraîne 

l’augmentation de la fréquence d’un allèle avantageux. 

La sélection négative ou purificatrice consiste en la contre sélection d’allèles délétères 

entraînant la diminution de leur fréquence jusqu’à leur élimination complète. 

Mais la sélection naturelle ne fait pas toujours augmenter ou diminuer la fréquence d'un 

seul allèle à un locus. Quelquefois, elle tend à maintenir deux allèles ou plus à un locus dans 

une population. Ceci est connu sous le nom de sélection balancée ou sélection équilibrante. 

Dans le cas de la sélection balancée, les allèles vont avoir tendance à être conservés 

pendant une plus grande période dans la population que pour des allèles neutres. Chez les 

plantes et les animaux, la sélection balancée semble impliquée dans le maintien de la diversité 

aux locus qui coordonnent la reconnaissance entre l’hôte et l’agent pathogène (Richman et 

Kohn, 1999). Le tableau SB.1 récapitule les sélections naturelles qui peuvent être observées et 

leurs effets sur la généalogie des gènes et les fréquences des allèles d'une population de 12 

individus haploïdes (Bamshad et Wooding, 2003). 

 

1.4.3. Méthodes de détection de la sélection naturelle à l'échelle moléculaire 

L’approche indirecte consiste à repérer des signatures moléculaires de la sélection 

naturelle en comparant les données observées aux données théoriques attendues dans le cas 

d'absence de sélection (modèle neutraliste) : distribution des fréquences alléliques, diversité 

nucléotidique, taux de mutations synonymes et non synonymes (polymorphisme/divergence). 

Différentes méthodes permettent de détecter des signatures moléculaires de la sélection 

naturelle à partir de la diversité nucléotidique observée. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau SB.2 : Tests de neutralité fréquemment utilisés (modifié d’après Bamshad et Wooding, 2003 ; Biswas et Akey, 2006 ; Sabeti et al., 2006 ; Garrigan et Hedrick, 

2003) 

Compare les taux de substitutions non-
synonymes et de substitutions synonymes 
dans les régions codantes 

Compare les nombres de substitutions non-
synonymes et de substitutions synonymes 
intra- et inter-espèces

Comparaison du nombre de polymorphismes 
nucléotidiques avec le nombre moyen de 
différences nucléotidique par paire de 
séquences 

Le nombre de variants nucléotidiques dérivés 
présents une seule fois est comparé au 
nombre total de variants dérivés

Le nombre de variants nucléotidiques dérivés 
présents une seule fois dans l’échantillon est 
comparé au nombre moyen de différences 
entre paires de séquences

Compare le degré de polymorphisme intra- et 
interspécifique entre espèces et au moins 
deux loci

Le nombre de variants nucléotidiques dérivés 
observés à des fréquences faibles et élevées 
est comparé au nombre de variants à des 
fréquences intermédiaires 

Ce que les tests comparent

Li et al., 1985
Nei and Gojobori, 1986

McDonald et Kreitman, 1991

Test dN/dS, Ka/Ks

Test McDonald-Kreitman (MK)

Sélection positive ancienne 
et récurrente

Peu puissantMultiloci – Test 
d’hétérogénéité

Entre espècesAugmentation des 
taux de mutations 
non-synonymes par 
rapport aux taux de 
mutations synonymes

Tajima, 1989

Fu et Li, 1993

Fu et Li, 1993

Hudson et al., 1987

Fu, 1997

D de Tajima,

D de Fu et Li

F de Fu et Li

Test Hudson-Kreitman-Aguade (HKA)

FS de Fu

Sélection ancienne 
directionnelle (ou 
purifiante) et balancée

Sensible à la structure 
en populations, au 
changement dans la 
taille des populations 
(expansion de 
population…), au taux 
de mutation et 
recombinaison, à
l’échantillonnage

Unilocus / 
Multiloci – Test 
d’hétérogénéité
pour test HKA

Intra-populationBaisse ou 
augmentation de la 
diversité génétique, 
notamment des 
allèles rares

Fay et Wu, 2000H de Fay et WuSélection ancienne 
directionnelle ou balancée 
et sélection purifiante

Sensible à la structure 
en populations

UnilocusIntra-populationAugmentation de la 
fréquence des allèles 
dérivés

Lewontin et Krakauer, 1973;
Beaumont et Nichols, 1996;
Vitalis et al., 2001;
Beaumont et Balding, 2004;
Hudson, 2000

Indices de différenciation (FST, Snn…)Sélection récente 
directionnelle et balancée

Sensible à l’histoire 
démographique des 
populations, 
notamment goulot 
d’étranglement

MultilociEntre populations 
ou espèces

Augmentation/Baisse 
de la différenciation 
génétique entre 
populations

Kelly, 1997;
Sabetiet al., 2002

Test ZNS,
test LRH

Sélections récentes de type 
directionnelle (ou 
purifiante) et sélection 
balancée

Sensible à la structure 
en populations et 
sensible à
l’hétérogénéité des 
taux de recombinaison

UnilocusIntra-populationAugmentation du 
déséquilibre de 
liaison

RéférencesExemples de statistiques utilisées pour 
les tests de neutralité

Type de sélection détectéeContraintes / 
inconvénients

Unilocus /
multiloci

Types de données 
échantillonnées

Signal de signature 
de sélection observé

Compare les taux de substitutions non-
synonymes et de substitutions synonymes 
dans les régions codantes 

Compare les nombres de substitutions non-
synonymes et de substitutions synonymes 
intra- et inter-espèces

Comparaison du nombre de polymorphismes 
nucléotidiques avec le nombre moyen de 
différences nucléotidique par paire de 
séquences 

Le nombre de variants nucléotidiques dérivés 
présents une seule fois est comparé au 
nombre total de variants dérivés

Le nombre de variants nucléotidiques dérivés 
présents une seule fois dans l’échantillon est 
comparé au nombre moyen de différences 
entre paires de séquences

Compare le degré de polymorphisme intra- et 
interspécifique entre espèces et au moins 
deux loci

Le nombre de variants nucléotidiques dérivés 
observés à des fréquences faibles et élevées 
est comparé au nombre de variants à des 
fréquences intermédiaires 

Ce que les tests comparent

Li et al., 1985
Nei and Gojobori, 1986

McDonald et Kreitman, 1991

Test dN/dS, Ka/Ks

Test McDonald-Kreitman (MK)

Sélection positive ancienne 
et récurrente

Peu puissantMultiloci – Test 
d’hétérogénéité

Entre espècesAugmentation des 
taux de mutations 
non-synonymes par 
rapport aux taux de 
mutations synonymes

Tajima, 1989

Fu et Li, 1993

Fu et Li, 1993

Hudson et al., 1987

Fu, 1997

D de Tajima,

D de Fu et Li

F de Fu et Li

Test Hudson-Kreitman-Aguade (HKA)

FS de Fu

Sélection ancienne 
directionnelle (ou 
purifiante) et balancée

Sensible à la structure 
en populations, au 
changement dans la 
taille des populations 
(expansion de 
population…), au taux 
de mutation et 
recombinaison, à
l’échantillonnage

Unilocus / 
Multiloci – Test 
d’hétérogénéité
pour test HKA

Intra-populationBaisse ou 
augmentation de la 
diversité génétique, 
notamment des 
allèles rares

Fay et Wu, 2000H de Fay et WuSélection ancienne 
directionnelle ou balancée 
et sélection purifiante

Sensible à la structure 
en populations

UnilocusIntra-populationAugmentation de la 
fréquence des allèles 
dérivés

Lewontin et Krakauer, 1973;
Beaumont et Nichols, 1996;
Vitalis et al., 2001;
Beaumont et Balding, 2004;
Hudson, 2000

Indices de différenciation (FST, Snn…)Sélection récente 
directionnelle et balancée

Sensible à l’histoire 
démographique des 
populations, 
notamment goulot 
d’étranglement

MultilociEntre populations 
ou espèces

Augmentation/Baisse 
de la différenciation 
génétique entre 
populations

Kelly, 1997;
Sabetiet al., 2002

Test ZNS,
test LRH

Sélections récentes de type 
directionnelle (ou 
purifiante) et sélection 
balancée

Sensible à la structure 
en populations et 
sensible à
l’hétérogénéité des 
taux de recombinaison

UnilocusIntra-populationAugmentation du 
déséquilibre de 
liaison

RéférencesExemples de statistiques utilisées pour 
les tests de neutralité

Type de sélection détectéeContraintes / 
inconvénients

Unilocus /
multiloci

Types de données 
échantillonnées

Signal de signature 
de sélection observé
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L’objectif de ce paragraphe n’est pas de détailler toutes ces méthodes pour lesquelles de 

bons articles de synthèse existent (Nielsen, 2001; Ford, 2002; Nordborg et Innan, 2002; 

Garrigan et Hedrick, 2003; Nielsen, 2005; Wright et Gaut, 2005; Biswas et Akey, 2006; 

Sabeti et al., 2006). Le tableau SB.2 résume ces différentes méthodes. La quasi-totalité des 

tests statistiques utilisés ont été construits sous l’hypothèse que les populations étudiées sont 

conformes au modèle neutraliste (Kimura). 

 

1.4.4. Méthodes de détection de la diversité génétique 

1.4.4.1. Les marqueurs moléculaires 

Depuis l’époque des chasseurs-cueilleurs et jusqu’au milieu du XIX ème siècle s’est 

déroulé le processus de domestication de la quasi-totalité des plantes aujourd’hui cultivées. 

Cette longue période a permis l’évolution des espèces cultivées liée à des pressions de 

sélection environnementales et humaines créant ainsi une très grande diversité génétique. 

Puis, un phénomène d’érosion génétique est apparu en Europe après la seconde guerre 

mondiale. La diversité génétique a été fortement perturbée du fait de l’intensification des 

cultures et l’apparition de différentes maladies. 

Le développement des technologies de biologie moléculaire ouvre de nouvelles 

possibilités pour les études de diversité génétique. Les marqueurs moléculaires permettent de 

caractériser un génome de manière fiable, spécifique et rapide. Ce paragraphe décrit les 

techniques moléculaires les plus couramment utilisées pour l’évaluation de la diversité 

génétique. 

 

1.4.4.1.1. Polymorphisme de longueur des fragments de restriction 

La méthode RAPD (Random amplified polymorphic DNA) est une technique fondée sur 

l’amplification de gènes à l’aide de la PCR. Les fragments d’ADN sont amplifiés au hasard 

dans le génome (Welsh et McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Plusieurs amorces 

courtes de séquences définies arbitrairement sont créées afin qu’elles puissent s’hybrider de 

façon aléatoire dans le génome. En outre, cette technique ne nécessite pas de connaître au 

préalable la séquence de l’ADN cible. Cette méthode a été employée pour beaucoup 

d’organismes et particulièrement pour les plantes (Sharma et Mohapatra, 1996). Une des 

limites de cette technique est qu’elle ne doit être utilisée sur des fragments d’ADN génomique 

dégradés afin d’être exploitables. Cette technique a par exemple été utilisée pour détecter le 

polymorphisme entre quatre clones de raisin de table du nord-ouest du Panama (Maia et al., 

2009). 
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La méthode de polymorphisme de longueur de fragments amplifiés [AFLP ; (Vos et al., 

1995)] est l'amplification sélective des fragments de restriction issus d’un échantillon d’ADN 

génomique. L'ADN génomique est digéré par deux enzymes, l'une coupant rarement, l'autre 

coupant fréquemment. Des adaptateurs sont ensuite ajoutés aux extrémités des sites de 

coupure pour que les amorces puissent se fixer sur les fragments. Afin d'augmenter la quantité 

d'ADN, une pré-amplification est effectuée sur tous les fragments (amorces sans nucléotides 

sélectifs). L'amplification sélective permet ensuite d'ajuster le nombre de fragments à 

observer. Sur gel d'acrylamide, plusieurs dizaines de fragments (généralement entre 500 pb et 

100 pb) peuvent donc être visualisés en une seule PCR suivie d'un seul gel, sans nécessiter de 

connaissances préalables sur l'espèce. Cette technique est également utilisée pour identifier les 

différences génétiques entre les clones de vigne. Par exemple, 24 accessions de Vitis vinifera 

cv. Traminer ont été charactérisé en utilisant différents marqueurs moléculaires dont les AFLP 

(Imazio et al., 2002). 

 

1.4.4.1.2. Polymorphisme de répétition 

Environ 30% de la partie non codante du génome humain sont constitué de séquences 

répétées. Le polymorphisme de répétition est créé par des séquences courtes (dites séquences 

noyau ou motif de base), non codantes, répétées de manière juxtaposée. Ces séquences 

montrent une très grande variabilité dans le nombre de répétitions dites en tandem de la 

séquence noyau et sont transmises de façon stable selon les lois mendéliennes. Selon la 

structure et le nombre de répétitions du motif de base formant le polymorphisme, on distingue 

les minisatellites et les microsatellites. 

 

1.4.4.1.2.1. Minisatellites 

La découverte des minisatellites par Alec Jeffreys en 1985 (Jeffreys et al., 1985) a 

révolutionné l'utilisation de l'ADN en matière d'identification et de filiation. Le motif de base 

de ces marqueurs, également appelés VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) 

(Nakamura et al., 1987), compte entre 9 et 100 pb. Il est réitéré entre deux et quelques 

centaines de fois à chaque locus (Tautz, 1989; Tautz, 1993) générant ainsi des fragments de 

500 pb à 20 kpb en taille. Les minisatellites se trouvent plus fréquemment dans les régions 

subtélomériques des chromosomes (Royle et al., 1988; Amarger et al., 1998) et leur 

variabilité semble liée à des recombinaisons méiotiques ("crossing-over") inégales et des 

conversions génétiques (Jeffreys et al., 1998). 

 



 

 

TTACGACCTTAAGATTACG

AATGCTGGAATTCTAATGC

TTACGACCT-AAGATTACG

AATGCTGGA-TTCTAATGC

TTACGACCTTAAGATTACG

AATGCTGGAATTCTAATGC

TTACGACCTGAAGATTACG

AATGCTGGACTTCTAATGC

a b

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.4 : Polymorphismes ponctuels de séquence 

a- Polymorphisme de séquence d’un seul nucléotide (SNP) 

b- Polymorphisme d’insertion ou de délétion d’un nucléotide (indel) 
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1.4.4.1.2.2. Microsatellites 

Les microsatellites ou SSR (répétitions de séquences simples) ou STR (séquences 

répétées en tandem) consistent en une séquence d’ADN longue de quelques nucléotides (2 à 

6 pb) répétée plusieurs fois en tandem (deux à cinquante fois à chaque locus) (Litt et Luty, 

1989; Tautz, 1989). Les microsatellites générent des allèles de petite taille (50 à 500 pb et 

sont, par conséquent, facilement amplifiables. Ils ont une distribution plutôt uniforme sur le 

génome avec la présence d'un locus tout les 6 à 10 kpb (Beckmann et Weber, 1992). Les 

microsatellites sont très variables ; sur un locus, ils montrent souvent des dizaines d’allèles 

différents l’un de l’autre dans le nombre de répétitions. Ils sont les marqueurs de choix pour 

les études sur la diversité et la cartographie des loci à effets quantitatifs (QTL). 

Les marqueurs microsatellites sont devenus des outils de choix pour l’identification des 

variétés de vigne et leurs propriétés permettent des applications plus larges telles que la 

cartographie des génomes, les études phylogénétiques et d’évolution. De nombreux articles 

relatent l’utilisation des microsatellites pour l’étude de la diversité génétique chez la vigne 

(Sefc et al., 2001; Hocquigny et al., 2004; Pelsy et al., 2010). 

 

1.4.4.1.3. Polymorphisme ponctuel de séquence (SNP) 

La forme la plus abondante de variation de séquence - les SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms) - suscite beaucoup d’attention depuis quelques années de la part de la 

communauté scientifique. Les SNPs constituent la majorité du polymorphisme du génome 

(90% du polymorphisme du génome humain) (Brookes, 1999). 

Ce sont des substitutions d'un seul nucléotide qui se produisent à des positions 

ponctuelles dans le génome (Figure SB.4a), générant des allèles différents (Brookes, 1999) 

mais qui ne changent pas la longueur globale de la séquence d’ADN. 

Les petites insertions et délétions (indels), souvent comprises dans la dénomination SNP 

utilisée de manière très large, ne correspondent pas strictement à la définition ci-dessus 

(Figure SB.4b) puisqu'un tel événement peut induire un décalage du cadre de lecture de la 

séquence (frameshift). A l'origine, les SNPs sont issus de mutations survenues dans les 

cellules germinales et qui ont échappé au système de réparation de l'ADN. Ainsi, la mutation 

a pu être transmise à la descendance, à condition bien sûr qu'elle ne soit pas létale. On observe 

un SNP lors du changement d’une base en une autre : transition ou transversion. Les 

transitions correspondent au remplacement d'une purine par une autre purine (G�A) ou d'une 

pyrimidine par une autre pyrimidine (C�T). 
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Les transversions sont des changements de purine en pyrimidine ou inversement (C�A, 

C�G, T�A, T�G). Les polymorphismes les plus fréquents sont les transitions puisqu'elles 

n'impliquent pas le changement de noyau des bases azotées. Ainsi la taille et la structure 

globale du nucléotide ne sont pas modifiées et le système de réparation ne détecte pas le 

changement. De même, il semble que la prédominance de substitutions C�T (G�A sur le 

brin complémentaire) soit aussi liée aux réactions de désamination de méthylcytosines 

(Holliday et Grigg, 1993). Ainsi 2/3 des SNP impliquent une transition de C en T (Brookes, 

1999). Selon l'endroit où ils apparaissent, ces polymorphismes peuvent avoir des effets 

différents sur le phénotype. La diversité nucléotidique dans les exons est très inférieure à celle 

qui est observée dans les régions non-codantes du génome. La plupart des SNPs sont localisés 

dans les régions non codantes et n’ont aucun impact direct sur le phénotype d’un individu. 

Les SNPs exoniques n'aboutissent à des changements non synonymes de codons que dans 

50% des cas (Nickerson et al., 1998). Les SNPs des régions codantes qui affectent la fonction 

ou la structure des protéines encodées peuvent avoir des répercussions importantes. Les SNPs 

des régions non-codantes peuvent aussi affecter la régulation des gènes ou présenter un 

déséquilibre de liaison avec une autre mutation. On trouve approximativement un SNP toutes 

les 1000 pb dans les régions non codantes du génome humain et un SNP toutes les 3000 pb 

dans les régions codantes (Brookes, 1999). La fréquence des SNPs semble plus importante 

chez les plantes. Par exemple, chez le maïs, on trouve un SNP toutes les 100 pb ou même 50 

pb, selon la région considérée (Rafalski, 2002), chez le soja, 5 SNPs sont trouvés toutes les 

1000 pb (Coryell et al., 1999).  

Comparés aux autres marqueurs moléculaires, les SNPs ont une répartition homogène 

dans le génome et sont généralement très nombreux. Les SNPs peuvent servir de marqueurs 

pour suivre l’évolution des espèces (Crow, 1995; Li et al., 1996). 

Il existe actuellement de nombreuses techniques visant à mettre en évidence la présence 

de SNP dans l’ADN. Chaque technique présente des avantages et des inconvénients, il est 

donc difficile d'en citer une comme étant idéale. 

 

Le TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) est une méthode de 

génétique inverse, basée sur la capacité d’une endonucléase à détecter les mésappariements 

dans un double brin d’ADN et à couper à leur niveau. La séquence d’intérêt est amplifiée par 

PCR avec des amorces fluorescentes. Les mésappariements apparaissent lorsque deux brins 

d’ADN ne possèdent pas la même séquence, créant ainsi des hétéroduplexes lors de leur 

appariement. 
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Cela permet de détecter des points de mutation uniques induits par une mutagénèse 

chimique. Les mutations sont reconnues par une endonucléase qui va cliver l’ADN aux 

endroits de mutations et de cette manière générer des fragments fluorescents de tailles 

différentes (McCallum et al., 2000). Cette technique peut être utilisée pour détecter du 

polymorphisme inconnu (EcoTilling) là où d’autres techniques ne sont pas suffisamment 

résolutives. L’EcoTilling est une méthode fondée sur la capacité du Tilling à détecter des 

mutations et est adaptée à la mise en évidence du polymorphisme du génome, dont 

principalement les SNP (Comai et al., 2004). Un individu de référence est choisi et un pool 

d’individus différents (nommé écotype) est constitué. L’écotype est ensuite comparé à 

l’individu de référence. 

 

1.4.4.2. Le séquençage direct 

Le séquençage d’ADN permet de mesurer la diversité la plus fondamentale car tous les 

marqueurs sont dérivés du polymorphisme de l’ADN. Les technologies de séquençage ont été 

grandement améliorées ces dernières années, elles permettent de générer plusieurs gigabases 

par semaine, les produits PCR peuvent être séquencés directement et cibler toute région 

génomique d’intérêt. Les résultats sont très hautement reproductibles et informatifs. 
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2. La vigne 

2.1. Domestication et évolution 

Les premières traces de viticulture ont été découvertes dans l’actuelle Géorgie et datent 

de plus de 7000 ans (Rowley et Ribaut, 2003). On y a découvert des vases vinaires antiques et 

plus de soixante variétés de vigne (Vitis vinifera) sauvage dont les raisins auraient été vinifiés 

dès le milieu du second millénaire avant notre ère. La culture de la vigne se serait ensuite 

répandue vers les pays tempérés, du Moyen Orient jusqu’à l’Occident européen, en suivant le 

développement des grandes civilisations. Au Moyen-Age, le vignoble et les vins sont entrés 

dans une phase d’essor à l’instigation du christianisme. L'ancienne France monarchique a 

définitivement fixé l'entretien des vignobles comme culture traditionnelle (Jacquemont, 

1993). 

A partir de la deuxième moitié du XIXe siècle, les introductions successives de 

différentes maladies comme l’oïdium, le mildiou et surtout le phylloxéra ont provoqué un 

véritable bouleversement des comportements et des pratiques viticoles en Europe. L’oïdium a 

été observé pour la première fois en 1847 en Angleterre, après l’importation de plants 

contaminés venant des Etats-Unis. Avec l’apparition du mildiou et du black-rot en 1878 et 

1885, les traitements phytosanitaires se sont généralisés (Pouget, 1990). Le phylloxéra a été 

observé pour la première fois en France en 1868, à Nîmes et à Bordeaux. Le puceron qui en 

est responsable a été introduit en Europe par l’importation de variétés américaines infectées et 

a ensuite ravagé la quasi-totalité du vignoble français et européen en l’espace de 25 ans. La 

crise phylloxérique a nécessité la reconstitution de ces vignobles en généralisant le greffage 

des cépages traditionnels sur des porte-greffes américains résistants. Cette crise a entraîné une 

perte importante de la diversité génétique, puisque seuls les cépages les plus importants 

économiquement ont été replantés. 

 

2.2. Importance économique et culturelle 

La vigne est une production agricole traditionnelle qui occupe une place économique 

importante et serait même un fait de civilisation si l’on en croit Jean-Robert Pitte (Pitte, 

2004). Ainsi, l’enjeu de la vigne dépasse sa dimension économique c’est une composante 

culturelle et sociale des sociètés occidentales. Elle correspond à un style de vie voire à une 

culture nationale et promet bon nombre d’emplois. 
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Figure SB.5 : Classification systématique des Vitaceae (d’après Galet, 1993) 

Selon la classification, Muscadinia peut être considéré comme un sous-genre de Vitis ou comme un genre à part 

entière. 
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Le raisin n’est pas seulement utilisé comme fruit à la consommation directe mais est 

aussi à la base de produits à forte valeur ajoutée tels que le vin, l’huile, le vinaigre ou les 

cosmétiques (polyphénols). 

Actuellement, la vigne représente seulement 3% des terres cultivées en France, mais 

environ 20% de la valeur des produits agricoles français. En 2006, l’hexagone se plaçait 

parmi les premiers producteurs avec 18,5% de la production mondiale de vin (Organisation 

des Nations Unies pour l’Alimentation et l’Agriculture). Les exportations représentaient 14,78 

millions d’hectolitres, essentiellement en direction de nos voisins européens (Grande-

Bretagne, Allemagne), mais aussi vers les Etats-Unis et plus récemment vers les marchés 

asiatiques. Les Français font également partie des plus grands consommateurs, avec une 

moyenne de 53,8 litres de vin par habitant et par an en 2006 même s’il y a une légère 

décroissance (-1,6% / 2005 ; source FAO). 

 

La vigne est cultivée en France dans des régions aux conditions climatiques très 

différentes, climat semi-continental (Alsace, Champagne, Bourgogne), océanique (Bordelais, 

Vallée de la Loire) ou méditerranéen (Vallée du Rhône, Midi, Provence et Corse). Les vignes 

cultivées en France sont composées de 50 cépages principaux. Les 10 principales variétés de 

cuve représentent 75% de la production viticole française : Merlot, Grenache, Ugni blanc, 

Carignan, Syrah, Cabernet sauvignon, Chardonnay, Cabernet franc, Gamay, Pinot noir. Le 

territoire français produit près de 400 vins d’appellation contrôlée et 150 vins de pays. En 

Alsace, les vins les plus renommés sont le Riesling, le Muscat ottonel, le Gewurztraminer, le 

Pinot gris et le Pinot blanc. 

 

2.3. Taxonomie 

La vigne, plante angiosperme dicotylédone, est une liane de la famille des Vitaceae, 

anciennement famille des Ampelideae (Planchon, 1887). Cette famille, associée aux familles 

des Rhamnaceae et des Leeceae, forme l’ordre des Rhamnales. La famille des Vitaceae 

comprend 19 genres dont le genre Vitis (Galet, 1993; Galet, 2000) (Figure SB.5). Les 

Vitaceae sont, en général, des arbrisseaux à tiges sarmenteuses, grimpant comme des lianes, 

s’attachant à des supports variés grâce à des vrilles opposées aux feuilles. Le genre Vitis est 

divisé en 2 sous-genres, Euvitis et Muscadinia (Planchon, 1887). 
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Le sous-genre Muscadinia comprend trois espèces diploïdes (2n = 40 chromosomes), 

originaires du Mexique et des Etats-Unis. L’espèce rotundifolia est utilisée dans différents 

programmes de sélection pour sa résistance ou sa tolérance à de nombreux agents pathogènes 

de la vigne, comme le mildiou, l’oïdium et le phylloxéra. 

Le sous-genre Euvitis regroupe les vignes dites « vraies » et comprend environ soixante 

espèces diploïdes (2n = 38 chromosomes) localisées en Asie orientale et en Amérique du 

Nord. Ce sous-genre est réparti en trois groupes selon leur origine et leur répartition 

géographique : asiatique, américaine et européenne (Huglin et Schneider, 1998). 

La vigne asiatique comprend une quinzaine d'espèces qui sont résistantes aux maladies. 

La vigne américaine est composée d’une vingtaine d'espèces qui présentent 

généralement une bonne résistance aux agents pathogènes, notamment au phylloxéra, mais 

n'ont que peu d'intérêt d'un point de vue oenologique. Elles sont de ce fait utilisées comme 

porte-greffes pour leur résistance aux maladies ou bien croisées avec V. vinifera pour produire 

des hybrides. 

La vigne européenne n’est constituée que d’une seule espèce, Vitis vinifera Linné 

cultivée (sativa) et sauvage (silvestris) (Huglin et Schneider, 1998). Cette espèce regroupe 

l’ensemble des cépages cultivés dans les vignobles français. Le compartiment cultivé de 

l’espèce, V. vinifera ssp. sativa, comprend plus de 6000 variétés ou cépages, qui présentent 

des caractéristiques morphologiques ou ampélographiques très différentes (Alleweldt et 

Possingham, 1988). Ce nombre est en perpétuelle évolution du fait de la disparition de 

certains cépages et de la création de nouvelles variétés. 

 

2.4. Modes de propagation de la vigne 

2.4.1. La reproduction sexuée 

La reproduction sexuée résulte de la fusion des gamètes issus de deux individus 

(allofécondation) ou du même individu (autofécondation). La reproduction sexuée peut créer 

de la diversité génétique et ainsi participer à l’adaptation et à l’évolution des espèces. En effet, 

deux mécanismes peuvent en être à l’origine : la mutation et la recombinaison génétique. La 

mutation provoque l’apparition de la majorité des formes alléliques présentes dans la 

population. 

La recombinaison génétique implique deux mécanismes : le crossing-over (échange de 

matériel génétique entre deux chromosomes homologues) et la distribution aléatoire des 

chromosomes homologues de chaque paire dans les gamètes (2ème loi de Mendel). 
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Chez la vigne cultivée, les pépins issus de la reproduction sexuée représentent la 

première forme de conservation. Cette technique génère une descendance non identique au 

matériel de départ. La diversité ainsi créée peut être valorisée par la recherche de génotypes 

adaptés à de nouvelles conditions environnementales. Cependant, le milieu professionnel 

viticole cherche au contraire à multiplier à l’identique une plante qui présente des qualités 

d’intérêt agronomique, technologique et organoleptique. 

 

2.4.2. La multiplication végétative 

La technique de la multiplication végétative permet d’obtenir rapidement des plants 

conformes à la souche de départ, ce qui a probablement contribué au succès de la 

domestication de la vigne. De nombreuses techniques sont employées pour multiplier 

végétativement les espèces cultivées, par exemple le bouturage qui consiste à mettre en terre 

un fragment de plante dépourvu de racines. Le marcottage est un cas particulier de bouturage 

puisqu’un rameau de la plante est couché sous terre et reste lié à la plante mère jusqu’à la 

formation de racines. Certaines espèces, comme le fraisier (stolon) et le framboisier 

(drageon), se propagent par voie végétative à l’état naturel. C’est également l’unique moyen 

de propagation des variétés de vignes apyrènes (qui ne produisent pas de graines). 

Lors de l’invasion du phylloxera, il a été nécessaire de greffer les variétés européennes 

sur des porte-greffes d’espèces américaines résistantes à ce parasite. Le phylloxéra étant 

toujours présent dans le vignoble européen, le greffage sur des porte-greffes résistants est 

devenu le seul procédé permettant la culture de la vigne. 

 

Par opposition à la multiplication par voie sexuée, qui entraîne la ségrégation des 

caractères, la multiplication végétative garantit en théorie l’identité au matériel de départ. Les 

descendants, possédant théoriquement le même patrimoine génétique, présentent 

généralement les mêmes caractéristiques agronomiques que la plante dont ils sont issus. 

L’apparition de mutations somatiques et épigénétiques représente pratiquement les uniques 

sources de variation génétique chez les plantes à multiplication végétative (Bessis, 2007; 

Pelsy, 2010). Pour les espèces fortement hétérozygotes comme la vigne, la multiplication 

végétative est donc un moyen efficace pour l’homme de fixer rapidement les caractères jugés 

intéressants. 
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2.5. Génome de la vigne 

La connaissance du génome de la vigne a pour objectif de favoriser le transfert des 

résultats des espèces modèles vers la vigne. En 2001, un consortium international, le 

« International Grape Genome Program » (IGGP) a été créé pour coordonner et organiser le 

séquençage du génome de la vigne. Ce consortium a permis de passer d’une situation où les 

ressources génomiques disponibles étaient quasiment inexistantes au démarrage du 

séquençage complet du génome de la vigne en 2005. Entre temps, de nombreuses séquences 

complètes ou partielles de gènes exprimés (EST, Expressed sequence tag) ont été déposées 

dans les bases de données internationales et des cartes physiques et génétiques ont été 

réalisées (Adam-Blondon et al., 2004; Riaz et al., 2004; Adam-Blondon et al., 2005). Le 

génome de la vigne est le quatrième génome de plante à fleurs à être séquencé après l’arabette 

des dames (Arabidopsis thaliana), le riz (Oriza sativa) et le peuplier (Populus trichocarpa), le 

second pour les espèces ligneuses et le premier pour les plantes à fruits charnus. Les 

premières données de séquençage du génome de la vigne ont été disponibles au milieu de 

l’année 2007. 

Un premier projet de séquençage du génome de la vigne est réalisé par une stratégie de 

séquençage global à partir de lectures aléatoires (Whole Genome Shot-gun) visant à couvrir 

12 équivalents du génome (URL : http://www.cns.fr/externe/Francais/corps_francais.html). 

Cependant, les variétés de vigne présentent de nombreuses variations génétiques avec un taux 

d’hétérozygotie d’environ 73% pour les pinots et de l’ordre de 60 à 85% selon les variétées 

étudiées (Hocquigny et al., 2004; Pelsy et al., 2010), ce qui peut rendre son séquençage 

particulièrement difficile à étudier. Afin de surmonter cette difficulté, le séquençage a été 

réalisé sur une lignée de vigne créée à l’INRA de Colmar. Cette accession appelée 

« PN40024 » a été obtenue par une série d’autofécondations successives à partir du Pinot noir 

(Bronner et Oliveira, 1991) et présente un taux d’homozygotie proche de 93%. Ce choix a 

permis l’obtention d’une séquence de très haute qualité d’environ 480 millions de paires de 

bases (Jaillon et al., 2007). La taille effective du génome de la vigne est comparable à celle du 

riz (Oryza sativa, 430 Mb), de la luzerne (Medicago truncatula, 500Mb) ou du peuplier 

(Populus trichocarpa, 465 Mb), et quatre fois supérieure à celle d’A. thaliana. Le génome de 

la vigne contient 30434 gènes dont respectivement 12996, 11404 et 9731 sont orthologues à 

des gènes de Peuplier, d’Arabette et de riz. La séquence est composée à environ 41,4% 

d’éléments transposables ou répétés, 30434 gènes codant des protéines et 600 gènes d’ARNt 

(Jaillon et al., 2007). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.6 : Evénements de polyploïdisation dans l’évolution des plantes (d’après Jaillon et al., 2007) 

Chaque étoile indique un événement de duplication totale de génome (tétraploïdisation) sur cette branche. Le 

point d’interrogation indique que des événements anciens sont visibles dans le génome du riz mais d’autres 

séquences de monocotylédones sont requises pour résoudre cette interrogation. 

La formation du génome paléo-hexaploïde s’est produites après la divergence des monocotylédones. 
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Les gènes composent 46 % du génome parmi lesquelles 7 % d’exons et 37 % d’introns. 

Enfin, le séquençage du génome de la vigne indique qu’il pourrait exister environ 400 gènes 

codant des protéines de résistance chez la vigne (Jaillon et al., 2007). 

Parallèlement, un autre laboratoire italien s’est lancé dans le séquençage du génome 

complet du Pinot noir clone ENTAV 115 (Velasco et al., 2007). Si les premières données ont 

été disponibles à la fin de l’année 2006, la taille des séquences assemblées (contigs) a 

rapidement cessé d’évoluer (URL : http://genomics.research.iasma.it/iasma/). Il semble en 

effet que le taux d’hétérozygotie du génome de cette variété ait considérablement ralenti 

l’assemblage des données. Ce projet vise à couvrir 6,5 équivalents du génome. Les auteurs 

estiment la taille du génome de V. vinifera à 504,6 Mb. Le nombre de gènes prédit est de 

29585 avec environ deux millions de SNP. La longueur de l’ADN répété est estimée à 27,4 % 

de la taille du génome. Deux mille quatre gènes de facteurs de transcription ont été identifiés 

et représentent 6,7 % du génome. Les chromosomes homologues du pinot noir diffèrent en 

moyenne de 11,2 % de leur séquence d’ADN. Le génome de la vigne est dynamique, ceci est 

dû en partie à l’activité des éléments transposables. 

 

Plusieurs scénarios concernant l’évolution du génome de la vigne se confrontent. Selon 

plusieurs auteurs, le génome d’Arabidopsis et du peuplier, ont probablement subi trois séries 

de duplication entière lors de l’évolution. La première duplication aurait eu lieu avant la 

divergence des monocotylédones et des dicotylédones alors que la seconde aurait eu lieu 

avant la divergence d’Arabidopsis et du peuplier. Les duplications les plus récentes dans le 

peuplier et Arabidopsis se sont produites après leur divergence. 

La plupart des gènes se retrouvent dans deux autres régions paralogues, ce qui amène les 

auteurs à proposer que l’origine du génome de la vigne serait paléo-hexaploïde (Jaillon et al., 

2007). L’analyse comparée du génome de la vigne et de celui de l’arabette, du riz et du 

peuplier a révélé que l’organisation du génome de la vigne était la plus proche du génome 

ancestral des dicotylédones. Le génome de la vigne résulterait de l’association de trois 

génomes indépendants ancestraux différents (formation du génome paléo-hexaploïde 

ancestral). Selon l’hypothèse de Jaillon et al., (2007), le génome paléo-hexaploïde serait 

apparu après la divergence entre les mono- et les dicotylédones et serait à l’origine par 

exemple des génomes d’Arabidopsis, de la vigne ou du peuplier. Le génome de la vigne 

n’aurait pas subi de nombreux réarrangements chromosomiques et en particulier, ne présente 

pas d’épisodes récents de duplication de son génome, contrairement à Arabidopsis thaliana et 

Populus trichocarpa (Figure SB.6). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.7 : Scénario de l’évolution du génome des Angiospermes (d’après Velasco et al., 2007) 

Scénario alternatif à celui proposé par Jaillon et al. (2007) pour expliquer l'évolution du génome des 

Angiospermes. Les analyses suggèrent qu'il y ait eu un événement à grande échelle de duplication, probablement 

un événement d'hybridation, dans la lignée Vitis avant la séparation des Vitis et des autres dicotylédones.  
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Les résultats obtenus par Jaillon et al., (2007) sont en désacord avec ceux obtenus par 

Velasco et al., (2007). Le laboratoire italien présente un scénario alternatif à celui présenté par 

Jaillon et al., (2007). Le génome du peuplier et d’Arabidopsis aurait subi trois duplications. 

La première duplication a été partagée par toutes les dicotylédones, la seconde aurait eu lieu 

avant la divergence entre Arabidopsis et le peuplier mais après la divergence entre les Vitis et 

les dicotylédones. Une troisième duplication, spécifique à Arabidopsis et au peuplier, se serait 

produite après leur divergence. Etant donné que beaucoup de régions du génome des Vitis 

apparaissent en triple, la duplication du génome partagée par toutes les dicotylédones pourrait 

avoir été suivie d'un événement d'hybridation dans les Vitis peu de temps après sa divergence 

de la lignée menant au peuplier et à Arabidopsis (Figure SB.7). 

 

Ces projets de séquençage visent à permettre l’acquisition de connaissances sur la 

fonction des gènes chez la vigne en étudiant la génomique fonctionnelle de la vigne. Il est 

ainsi possible de mettre en évidence des gènes codant des protéines de défense ou bien des 

protéines avec d’autres fonctions. 

 

2.6.  La vigne et ses pathogènes 

2.6.1. Les principaux pathogènes de la vigne 

La vigne est sensible à de nombreuses maladies cryptogamiques telles que l’anthracnose 

(Elsinoe ampelina), le black rot (Guignardia bidwelli), l’excoriose (Phomopsis viticola), le 

mildiou (Plasmopara viticola), l’oïdium (Erysiphe necator), la pourriture grise (Botrytis 

cinerea) ou le rougeot (Pseudopeziza tracheiphila) qui s’attaquent à tous les organes verts de 

la plante mais aussi l’esca (Phaeomoniella chlamydospora, Phaeacremoniumm aleophilum, 

Fomitiporia punctata et rarement Stereum hirsutum) et l’eutypiose (Eutypa lata) qui touchent 

plus particulièrement le bois. Toutes ces maladies font peser une menace constante sur les 

vignobles et font l'objet de très nombreux traitements phytosanitaires (Dubos, 1999). Par 

exemple, selon sa virulence, le mildiou peut engendrer, en une seule contamination, des pertes 

allant jusqu’à 80% de la récolte potentielle. De même, les maladies du bois se sont 

considérablement étendues au cours des dernières années et menacent désormais sérieusement 

les vignobles. 

La vigne est aussi sensible à des phytoplasmes responsables de maladies telles que la 

flavescence dorée transmise par une cicadelle. Cette maladie est en recrudescence dans les 

vignobles. 
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Figure SB.8 : Cycle de développement de Plasmopara viticola et symptômes du mildiou de la vigne 

A : Cycle de développement de P. viticola (Olivier Viret). 

B : Mildiou sur grappe au cours de la floraison 

C : Feutrage de mildiou à la face inférieure d’une feuille de vigne. 

Les photos B et C sont extraites du site http://www.inra.fr/hyp3/index.html 
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La vigne est également sensible à des virus comme le virus du court-noué ou de 

l’arabette qui sont transmis par des nématodes (Xiphinema index). Il n'existe pas de méthode 

de lutte directe contre ce virus, seul la prophylaxie peut être appliquée. D’autres ravageurs 

peuvent aussi engendrer d’importants dégâts tels que la pyrale ou l’eudémis (« Tordeuse de la 

grappe ») qui s’attaquent aux baies et génèrent ainsi des blessures qui sont autant de portes 

d’entrée pour Botrytis. 

 

2.6.1.1. Le mildiou 

Le mildiou de la vigne est une maladie causée par l’oomycète Plasmopara viticola 

(Berk. Et Curt.) Berl. et de Toni, qui appartient à la famille des Peronosporaceae (Figure 

SB.8). Il s’agit d’un parasite biotrophe obligatoire qui attaque tous les organes herbacés 

(rameaux, feuilles) ainsi que les organes de l’inflorescence ou de la jeune grappe, qui se 

dessèchent. P. viticola persiste pendant la saison hivernale sous forme d’oospores 

généralement conservées dans les feuilles mortes présentes sur le sol. Lorsque les conditions 

d’humidité et de température leur sont favorables, les oospores germent pour donner 

naissance à des sporanges qui contient les zoospores (forme asexuée). 

Les précipitations printanières vont permettrent aux zoospores de se disséminer. Les 

zoospores sont enkystées puis germent sur l’épiderme des feuilles de vigne et forment un tube 

germinatif qui pénètre dans les tissus végétaux par les stomates. Des structures spécialisées, 

des haustoria, se développent à partir du mycélium. Les haustoria se développent au sein des 

parenchymes et créent une interface d’échange par laquelle P. viticola prélève les nutriments 

nécessaires à son développement. Après cette phase de développement, il y a reproduction 

asexuée avec formation de sporangiophores (structures portant les sporanges) qui sortent de la 

plante principalement au niveau des stomates de la face inférieure des feuilles. Ces organes 

fructifères portent des sporanges qui vont se différencier en nouvelles zoospores capables de 

réaliser des contaminations secondaires (Dubos, 1999). A l'automne, la phase de reproduction 

sexuée conduit à la formation des oospores pour la conservation hivernale. Plasmopara 

viticola est un parasite obligatoire qui se développe essentiellement sur les feuilles et les 

inflorescences de vigne en engendrant un affaiblissement de la plante, une perte de rendement 

et de qualité des récoltes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.9 : Cycle de développement d’Erysiphe necator, l’agent de l’oïdium de la vigne (Dubos, 1999) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.9 : Cycle de développement de Botrytis cinerea, l’agent pouriture grise (Dubos, 1999) 
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2.6.1.2. L’oïdium 

L’oïdium est provoqué par le champignon ascomycète Erysiphe necator (forme parfaite 

ou sexuée) de la famille des Erysiphaceae (Figure SB.9). E. necator est un champignon 

biotrophe, un parasite épiphyte, qui ne se développe qu'en surface des cellules épidermiques. 

Il attaque tous les organes herbacés de la vigne, peut provoquer un affaiblissement de la 

plante et des diminutions importantes de la quantité et de la qualité des raisins. L'hiver le 

champignon peut se conserver sous sa forme mycélienne asexuée (Oïdium tuckeri) présente 

dans les bourgeons dormants ou sous forme cléistothèces (forme sexuée) présents à la surface 

des feuilles. Au printemps, les infections primaires sont déclenchées par la libération des 

ascospores présentes à l'intérieur des cléistothèces ou par les conidies produites par les 

conidiophores à partir des mycéliums. Disséminées par le vent, ces ascospores et conidies 

arrivent au contact des organes herbacés de la vigne sur lesquels elles germent. Le mycélium 

émet alors des appresoriums qui perforent la cuticule. Des haustoria, par lesquels le 

champignon se nourrit, sont ensuite formés au contact des cellules épidermiques. Ensuite, les 

conidiophores, apparaissant notamment à la face supérieure des feuilles, libèrent de nouvelles 

conidies qui vont contribuer au développement de plusieurs cycles asexués. A l'automne, la 

phase de reproduction sexuée aboutit à la formation des cléistothèces, une des formes de 

conservation du champignon pendant 1'hiver (Dubos, 1999). 

 

2.6.1.3. La pourriture grise 

La pourriture grise est causée par le champignon ascomycète Botrytis cinerea (forme 

asexuée) qui appartient à la famille des Sclérotiniaceae (Figure SB.10). L’hiver, il se conserve 

sous forme de sclérotes (amas condensés de mycélium de couleur brune). Lorsque les 

conditions sont favorables, les sclérotes donnent généralement naissance à des conidiophores 

qui portent des conidies ovoïdes. Le champignon peut également entrer dans sa phase de 

reproduction sexuée (Botryotinia fuckeliana) en formant des apothécies à la surface des 

sclérotes. Les conidies (ou les ascospores) peuvent ensuite contaminer de jeunes feuilles ou 

des inflorescences mais c'est surtout à la fin de l'été que Botrytis cinerea envahit les grappes 

de raisin mûr. A l'automne, le champignon forme de nouvelles sclérotes. Beaucoup 

d'incertitudes demeurent sur ce cycle biologique puisque l'observation de la forme sexuée 

reste exceptionnelle au vignoble et il semble qu'il n'existe pas de cycle épidémiologique 

(infections primaires puis secondaires). 
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Les dégâts de la pourriture grise, essentiellement occasionnés sur baies mûres, 

s'accompagnent de pertes de rendements mais surtout de graves altérations des qualités 

organoleptiques du raisin (oxydation des phénols, acidification, diminution du taux de 

glucose, modification des arômes...) (Dubos, 1999). Cependant, Botrytis cinerea est 

également l'agent responsable de la pourriture noble, à la base des vins liquoreux de 

Sauternes. 

 

2.6.2. Les alternatives à la résistance naturelle 

Il existe de nos jours, différentes méthodes de lutte pour pallier au manque de résistance 

naturelle des plantes. 

 

2.6.2.1. La lutte chimique 

Contre les trois maladies majeures de la vigne (mildiou, oïdium et Botrytis), la lutte est 

préventive et principalement assurée par l’application au vignoble de fongicides. Son 

efficacité n’est pas toujours vérifiée à long terme (apparition de résistances) (De Waard et al., 

1993). De plus, ces antifongiques ne sont pas toujours sans laisser de résidus dans les sols ou 

les eaux. Des résidus peuvent aussi se retrouver sur les raisins et le vin ce qui peut engendrer 

un arrêt de la fermentation lors de la fabrication des différents produits. Depuis quelques 

années, le mot d’ordre est à la lutte chimique raisonnée. 

Elle vise à gérer l’apparition de résistance et met en jeu une alternance des produits. 

Cette lutte raisonnée fait aussi appel à un meilleur respect des délais d’emploi des produits, 

minimum trois semaines avant la récolte, afin d’éviter les résidus sur les raisins et dans le vin. 

La lutte chimique reste le principal moyen de lutte des viticulteurs contre les maladies 

de la vigne. Toutefois, l'utilisation de pesticides présente de nombreux risques significatifs : 

- sur la santé des viticulteurs et des travailleurs agricoles (la viticulture est le deuxième 

secteur le plus exposé en France à ce facteur de risque), 

- sur la santé des consommateurs (bien que les résidus de pesticides détectés dans les 

raisins et dans les vins restent faibles), 

- sur la qualité des eaux (les eaux souterraines ou superficielles dans lesquelles sont 

détectées de fortes quantités d'herbicides et de pesticides correspondent toutes à des bassins 

où la vigne est fortement représentée), 

- l’apparition de souches pathogènes résistantes (Leroux et al., 2002).  
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Les champignons peuvent développer des résistances aux fongicides dont les 

mécanismes peuvent être liés à la réduction de la perméabilité de leur membrane plasmique 

ou à la mise en place de processus de détoxification du produit actif. Aussi, l'évolution des 

pratiques voit se développer des méthodes de lutte chimique raisonnée et intégrée. Le recours 

à la lutte chimique raisonnée permet une certaine limitation des traitements phytosanitaires 

basée sur le choix de la date du premier traitement, des produits utilisés et de la cadence 

d'application. La lutte intégrée est une approche plus durable qui combine les moyens 

biologiques, agricoles, physiques et chimiques pour combattre les organismes nuisibles tout 

en minimisant les risques pour la santé et l'environnement. De plus, de nombreux efforts 

doivent être faits par les viticulteurs de manière à maîtriser et gérer les effluents issus de leur 

activité. Toutefois, d'autres méthodes complémentaires décrites ci-dessous peuvent être mises 

en œuvre pour lutter contre les agents pathogènes de la vigne. 

 

2.6.2.2. Les méthodes alternatives 

L’apparition de souches résistantes chez Botrytis, le mildiou et l’oïdium mais aussi une 

prise de conscience plus accrue de l’environnement ont fait naître, au cours des dernières 

décennies, le besoin de stratégies alternatives qui pourraient conduire à une réduction des 

traitements antifongiques très importants chaque année. Une possibilité de stratégie 

alternative vise à améliorer la résistance aux agents pathogènes de la vigne à l’aide de 

produits biologiques (éliciteurs), par voies génétiques (production d’hybrides ou de plantes 

transgéniques) ou encore en utilisant des microorganismes (lutte biologique). 

Des variétés d’hybrides ont été créées par croisement entre des V. vinifera et des espèces 

de Vitis d’origine américaine résistantes aux maladies et sont utilisées aujourd’hui comme 

source de résistance. La création variétale s’appuie ajourd’hui largement sur ces variétés 

d’hybrides pour réaliser une sélection assistée par marqueurs. L’analyse de deux populations 

issues de croisement entre Muscadinia rotundifolia (résistante à P. viticola) et V. vinifera cv 

Syrah (sensible à P. viticola) a permis de mettre en évidence deux QTL de résistance, appelés 

Rpv1 et Rpv2 (Resistance à Plasmopara viticola) (Wiedemann-Merdinoglu et al., 2006; 

Thiéry et al., 2007). 

Chez la vigne, des traitements avec des microorganismes non pathogènes ou des 

molécules chimiques ont permis d’améliorer la résistance à plusieurs agents pathogènes. 

Certains microorganismes non pathogènes inhibent le développement des agents pathogènes 

Par exemple, les champignons du genre Trichoderma peuvent coloniser des zones de la plante 

avant que B. cinerea ne puisse s’y développer (Elmer et Reglinski, 2006). 
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Des traitements de vignes par l’isolat T. harzianum (T39) augmentent leur résistance à 

P. viticola (Perazzolli et al., 2008). L’application de molécules « élicitrices » et/ou 

« potentialisatrices » sur la vigne semble être également une bonne alternative à l’utilisation 

de produits phytosanitaires. Par exemple, la laminarine, un �-1,3 glucane extrait de l’algue 

brune Laminaria digitata, a montré des effets protecteurs sur feuilles détachées après une 

infection par P. viticola et B. cinerea (Aziz et al., 2003). L’application d’acide �-

aminobutyrique (BABA) ou de laminarines sulfatées potentialise des dépôts de callose et de 

lignine uniquement après une infection par P. viticola et provoque une diminution de la 

sporulation et du développement du mycélium (Hamiduzzaman et al., 2005; Trouvelot et al., 

2008). 

Une autre méthode de protection des plantes vis-à-vis des agresseurs consiste à modifier 

génétiquement les plantes en exprimant des gènes de défense issus d’autres organismes ou en 

sur-exprimant les gènes de défenses déjà existants (Shah et al., 1997). 
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Figure SB.11 : Les différentes stratégies des agents pathogènes hémi-biotrophes et biotrophes (d’après 
Mendgen et Hahn, 2002) 
 

(1) Infection hémi-biotrophe par Colletotrichum lindemuthianum. Une spore (S) s’attache à la surface de la 

cellule hôte pour former un tube court, qui se différencie en dôme, appelé appressorium (A). L’hyphe (PE) se 

développe sur la base de l’appressorium, transformant la pression interne en force mécanique pour percer la 

cuticule et la paroi cellulaire. La pénétration de l’hyphe dans la cellule épidermique forme une vésicule (V) et un 

hyphe primaire (PH) s’invagine. Il s’agit du stade biotrophe (a). Un ou deux jours après l’infection, les 

membranes cellulaires commencent à se détruire conduisant à la mort cellulaire (b). De nouvelles cellules hôtes 

sont colonisées par l’hyphe primaire et il s’en suit une phase de mort cellulaire répétée (c). Cette phase se 

termine dès que l’hyphe secondaire étroit (SH) se développe. Les parois végétales se détruisent à cause de la 

sécrétion par l’hyphe secondaire de nombreuses enzymes qui dégradent les parois cellulaires (flèche). 

 

(2) Infection biotrophe par Uromyces fabae. Un tube (GT) apparaît de l’urediospore (S). Celui-ci est fixé à l’hôte 

par une adhérence (P). Un appressorium (A) se développe sur les pores stomatales. L’hyphe (PE) pénètre dans la 

chambre substomatale et s’allonge en hyphe d’infection (IH). Lorsque IH entre en contact avec la paroi cellulaire 

hôte, un haustoria mère (HM) est formé et l’haustoria (H) envahit la cellule hôte. 
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3. Interactions plantes / agents pathogènes : une guerre évolutive 

3.1. Concepts généraux de phytopathologie 

3.1.1. Introduction 

Les plantes sont des organismes sessiles et, à la différence des animaux, il leur manque 

la capacité de fuir si nécessaire, de ce fait, elles subissent de nombreux stress 

environnementaux. Pendant leur vie, les plantes sont ainsi exposées à des conditions 

inhabituelles voire défavorables qui présentent un impact significatif sur leur physiologie et 

leur développement. Elles ont su développer malgré leur immobilité, divers mécanismes 

sophistiqués et efficaces pour reconnaître et combattre les microorganismes pathogènes 

(champignons, oomycètes, bactéries, nématodes, virus et ravageurs) lorsqu’elles sont 

attaquées. Une infection résulte de l’incapacité de la plante à reconnaître l’agent pathogène et 

dans ce cas, les stratégies peuvent être très différentes (Hammond-Kosack et Jones, 1997). 

Les agents pathogènes nécrotrophes ont un large spectre d’hôtes et tuent les cellules hôtes, 

grace à une batterie d’enzymes de dégradation et de toxines, avant de métaboliser leur 

contenu (de Wit, 2007). Les agents pathogènes biotrophes envahissent les organismes vivants 

grace aux haustoria, ce qui leur permet d’exploiter le métabolisme de leur hôte sans les tuer. 

Ils ont généralement une gamme d’hôtes plus étroite car l’infection nécessite une adaptation à 

l’hôte. Les agents pathogènes hémi-biotrophes agissent de façon similaire aux agents 

pathogènes biotrophes au début de l’infection mais leur invasion peut éventuellement 

conduire à la mort cellulaire de l’hôte (stratégie nécrotrophe) (de Wit, 2007) (Figure SB.11). 

Quand un agent pathogène envahit avec succès l’hôte et cause la maladie, l’agent pathogène 

est dit virulent, l’hôte est sensible et l’interaction est compatible (Glazebrook et al., 1997). 

Dans le cas contraire, si l’hôte répond en activant des réponses de défense qui suppriment la 

colonisation par l’agent pathogène, alors celui-ci est dit avirulent, l’hôte est résistant et 

l’interaction est incompatible. 

De nombreux travaux de recherche menés ces dernières années ont permis de mieux 

comprendre les mécanismes d’interaction entre les agents pathogènes et les plantes et de 

caractériser les gènes de résistance mis en jeu. 

Chez la vigne, différentes réactions de défense ont été mises en évidence au cours de son 

interaction avec des pathogènes fongiques et bactériens (Jeandet et al., 1995; Robert et al., 

2002; Bonomelli et al., 2004). 
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Figure SB.12 : Co-évolution d’un gène R de l’hôte et du gène E de l’agent pathogène correspondant (Jones 

et Dangl, 2006) 

L’agent pathogène porte un gène d’avirulence (E) qui est reconnu par un allèle R1 (1). Cette reconnaissance 

entraîne une augmentation de la fréquence de l’allèle R1 dans la population. Les agents pathogènes pour lesquels 

E est muté sont ensuite sélectionnés car ils peuvent infecter les plantes portant l’allèle R1 (2). L'efficacité de R1 

diminue et les plantes portant l'allèle R1 ont un pouvoir adaptatif réduite (3). La fréquence de R1 diminue. La 

population d’agents pathogènes possède toujours E1. En absence de R1, E1 confère un meilleur pouvoir adaptatif 

et sa fréquence dans la population va augmenter (4). Ceci reconduit à une sélection de R1. Dans les populations 

de plantes et des agents pathogènes, ce cycle est permanent. 
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Ces réactions sont exprimées dans les différents organes de la vigne en réponses à des 

éliciteurs biotiques et abiotiques (Derckel et al., 1996; Aziz et al., 2003; Bonomelli et al., 

2004) et sont souvent mises en relation avec le caractère de tolérance ou de résistance de la 

vigne à de nombreux pathogènes (Reuveni, 1998; Derckel et al., 1999). 

 

3.1.2. Coévolution plantes / agents pathogènes : évolution du système 

immunitaire de la plante 

Bien que les plantes soient soumises à un grand nombre de micro-organismes, le 

développement de la maladie reste l’exception. Une co-évolution entre les plantes et leurs 

bioagresseurs est d'après de nombreux biologistes, à l'origine de la plupart de la diversité 

naturelle observée sur Terre (Rausher, 2001). Ainsi, des pressions de sélection fortes sont 

attendues sur les gènes impliqués dans la résistance aux agents pathogènes chez les plantes. 

En effet, l'histoire évolutive de ces gènes est souvent modelée par la nécessité soit de 

reconnaître les agents pathogènes soit d'échapper à la reconnaissance, ce qui induit des profils 

d'évolution rapide. Les interactions plantes / microorganismes sont très complexes et 

impliquent une communication bilatérale au niveau moléculaire. Le succès dans la défense de 

la plante dépend de l'intensité et de la rapidité de perception de l’agent pathogène, de la 

communication cellulaire et de la capacité des cellules végétales à produire une réponse 

efficace contre l’agent pathogène. Ces mécanismes co-évolutifs ont fait l’objet de nombreuses 

revues (Chisholm et al., 2006; Bent et Mackey, 2007). 

La coévolution permanente entre les plantes et leurs agents pathogènes permet à chacun 

de trouver de nouvelles parades pour gagner du terrain face à l’adversaire (Figure SB.12). 

Cette co-évolution se fait en plusieurs étapes : (1) Tout d’abord, l’agent pathogène attaque et 

exploite la plante, (2) du fait de l’attaque de l’agent pathogène, le pouvoir adaptatif de la 

plante est réduit, (3) on observe alors la sélection d’un système de résistance qui peut se 

propager dans l’ensemble de la population de la plante, (4) qui s’accompagne d’une 

diminution du pouvoir adaptatif de l’agent pathogène dans les plantes qui ont acquis ce 

système de résistance (5) au final, la sélection d’un génotype d’agent pathogène capable de 

contourner la résistance va se répandre dans la population des agents pathogènes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.13 : Le modèle en zig zag : une vue évolutive de la reconnaissance (d’après Jones et Dangl, 2006) 

En phase 1, la plante détecte les PAMPs / MAMPs pour activer la PTI (PAMP-triggered immunity) via les PRRs 

(Pattern Recognition Receptors), il y a un niveau de résistance basal. 

En phase 2, la sélection favorise certains agents pathogènes qui produisent des effecteurs interférant avec la PTI 

ou permettent une meilleure nutrition ou dispersion (facteurs de virulence) conduisant à l’ETS (effector-triggered 

susceptibility), il y a développement de la maladie. 

En phase 3, la sélection favorise les plantes qui possèdent une protéine NB-LRR reconnaissant un effecteur 

particulier (rouge) pour activer une version amplifiée de la PTI qui peut amener à une réaction d’hypersensibilité 

(HR). La résistance est spécifique. 

En phase 4, les isolats des agents pathogènes qui ont perdu l’effecteur rouge (ou gagné d’autres effecteurs 

inactivant la HR) sont sélectionnés. La sélection favorise aussi les plantes qui acquièrent de nouvelles 

reconnaissances NB-LRR. Il y a à nouveau le développement de la maladie. 

En phase 5, de nouvelles protéines de résistance pourront reconnaître les nouveaux effecteurs, entrainant alors à 

nouveau l’induction de l’ETI. 
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Une interprétation moléculaire de cette coévolution a été proposée, il s’agit du modèle 

en « zig-zag » (Jones et Dangl, 2006) (Figure SB.13). Ce modèle est en trois phases : 

- Reconnaissance extracellulaire des motifs microbiens : les PAMPs (Pathogen-

Associated Molecular Patterns) (Zipfel et al., 2004), motifs caractéristiques des agents 

pathogènes ou MAMPs (Microbial-Associated Molecular Patterns), sont reconnus à la surface 

de la cellule végétale par des récepteurs extracellulaires PRRs (Pattern Recognition 

Receptors). Cette perception déclenche un premier type de réponse appelée PTI (PAMP–

triggered immunity). 

- Introduction d’effecteurs microbiens : la PTI suffit souvent à bloquer l’infection, mais 

les agents pathogènes ont développé des moyens d’y échapper ou de la supprimer, par 

exemple, en sécrétant des protéines effectrices qui altèrent la signalisation et provoquent la 

sensibilité de la plante (ETS, Effective-Triggered Susceptibility). 

- Intervention des protéines R : il se développe alors un deuxième type de réponse 

baptisée ETI (Effector Triggered Immunity). L’ETI fait intervenir les protéines codées par les 

gènes de résistance R de la plante qui reconnaissent ces facteurs de virulence et bloquent la 

croissance du micro-organisme, après une prolifération limitée de ce dernier. Ceci induit donc 

une réponse d'hypersensibilité au site d'infection. Enfin certains isolats virulents de l'agent 

pathogène surmontent l'ETI en développant de nouveaux effecteurs. La reconnaissance de ces 

effecteurs par des protéines de résistance conduit souvent à la réponse d’hypersensibilité. 

Dans ce système, il existe une véritable "interaction" entre l’agent pathogène et la plante 

hôte, illustrant l'existence de coévolutions à tous les niveaux de l'infection (Jones et Dangl, 

2006). 

 

3.1.2.1. Reconnaissance des microorganismes par la plante 

3.1.2.1.1. Reconnaissance de motifs microbiens conservés 

Les plantes reconnaissent des éléments structuraux à la surface des microorganismes. 

Ces composants sont souvent des molécules indispensables à la pathogénicité et à la survie 

du parasite (McGuinness et al., 2003) et sont, de ce fait, conservés au cours de l’évolution. 

Ces éléments peuvent être de différentes natures : lipopolysaccharidique, lipidique, 

protéique, glycoprotéique ou glycolipidique (Nurnberger et Lipka, 2005) (Tableau SB.3). 

Parmi les archétypes des MAMPs protéiques, on peut citer la flagelline, dont les 

extrémités N et C terminales sont très conservées chez les eubactéries. Cette protéine est 

reconnue par les plantes (Gomez-Gomez et Boller, 2002). 
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Chitine (degré de
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Mezianeet al., 2005

Bactéries Gram négatif 
(Pseudomonas, Acidovorax)Flagelline

Meyer et al., 2001; Newman 
et al., 2002; Zeidleret al., 
2004)

Bactérie Gram négatif 
(Xanthomonads, pseudomonas)

Lipopolysaccharide
(LPS)
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al., 1997; Ramonellet al., 
2002
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Granadoet al., 1995; 
Rossard et al., 2006

Induction des flux d’ions chez la tomateChampignonsErgostérol

Kogaet al., 1998; Umemura
et al., 2004

Production de phytoalexines chez le rizChampignons (Magnaporthespp.)Cérébrosides A, C
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Klarzynskiet al., 2000; 
Fliegmannet al., 2004; 
Yamaguchi et al., 2000
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Champignons (Pyricula oryzae),
Oomycètes (Phytophthoraspp.),
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�-glucanes
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aux infections virales
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d’éthylène chez la tomate
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Mort cellulaire et induction des 
réponses de défense chez différentes 
plantes
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Chisholmet al., 2006Champignon (Cladosporium)Protéines Avr
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Basse et al., 1993LevuresInvertase

Enkerli et al., 1999; Ron et 
Avni, 2004

Champignons (Trichodermaspp.)Xylanase

Osman et al., 2001; Garcia-
Bruggeret al., 2006

Oomycètes
(Phytophtoraspp. et Pythiumspp.)

Protéines de transfert 
lipidique

Nürnbergeret al., 1994; 
Brunner et al., 2002

Oomycètes (Phytophtoraspp.)Transglutaminase

Bailey, 1995; Fellbrichet 
al., 2002; Mattinenet al., 
2004; Pemberton et 
Salmond, 2004; Qutobet al., 
2002; Veitet al., 2001

Bactéries (Bacillusspp.),
champignons (Fusariumspp.)
et oomycètes
(Phytophtora spp. et Pythiumspp.)

Protéines inductrices 
de nécrose

Felix et Boller, 2003
Bactéries Gram négatif et
Gram positif

Protéines de réponse 
au froid (Cold shock)

Wei et al., 1992; Heet al., 
1993; Lee et al., 2001; 
Clarke et al., 2005

Bactéries Gram négatif
(Erwinia, Pseudomonas)

Harpine

Kunzeet al., 2004; Zipfelet 
al., 2006

Bactéries Gram négatif
Facteur d’élongation
(EF-Tu)

Felix et al., 1999; Gomez-
Gomezet al., 2002; 
Mezianeet al., 2005

Bactéries Gram négatif 
(Pseudomonas, Acidovorax)Flagelline

Meyer et al., 2001; Newman 
et al., 2002; Zeidleret al., 
2004)

Bactérie Gram négatif 
(Xanthomonads, pseudomonas)

Lipopolysaccharide
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Tableau SB.3 : Molécules élicitrices des mécanismes de défense chez les plantes (modifié d’après Nürnberger 

et Lipka, 2005 et Jourdan et al., 2008) 
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Chez Arabidopsis, le motif responsable de l’activité élicitrice est un peptide de 22 

acides aminés, appelé flg22. Il suffit à la reconnaissance, active la PTI et permet par 

extension la transcription de 1100 gènes (Felix et al., 1999; Zipfel et al., 2004). D’autres 

protéines élicitrices ont été identifiées comme la protéine intracellulaire EF-Tu qui est un 

facteur d’élongation de traduction (Zipfel et al., 2006) ou bien les protéines de réponse au 

froid (Cold Shock) (Felix et Boller, 2003). Il existe trois grands types de MAMPs de nature 

polysaccharidique (Shibuya et Minami, 2001) : les oligomères de �-glucane qui sont 

communs aux parois végétales et fongiques, les oligomères de chitine présents dans les 

parois des champignons et enfin les oligogalacturonides (OGA) polymères d’acides 

galacturoniques, des parois végétales. Ces derniers, capables de stimuler les mécanismes 

de défense de la plante ne peuvent pas être définis comme des MAMPs car ils ne 

proviennent pas du microorganisme et sont appelés éliciteurs endogènes ou DAMPs 

(Damage-Associated Molecular Patterns) (Boller et Felix, 2009). 

 

Chez la vigne, plusieurs MAMPs et éliciteurs ont été identifiés et sont capables de 

stimuler les mécanismes de défense. On note par exemple, les rhamnolipides (glycolipides 

produits par Pseudomonas aeruginosa), l’ergostérol et l’endopolygalacturonase BcPG1 

(issus du champignon nécrotrophe Botrytis cinerea) (Poinssot et al., 2003; Laquitaine et 

al., 2006; Varnier et al., 2009), la laminarine (�-glucane extrait de l’algue brune Laminaria 

digitata), les oligogalacturonides et les cellodextrines (Aziz et al., 2003; Aziz et al., 2004; 

Aziz et al., 2007). 

 

3.1.2.1.2. Les effecteurs de virulence 

Pour réussir à se multiplier, un agent pathogène doit échapper à la PTI ou la 

supprimer, grâce à des molécules effectrices qui peuvent avoir un rôle structurel mais qui, 

le plus souvent, sont injectées dans la cellule de la plante (Grant et al., 2006). Le rôle 

principal de ces effecteurs consiste donc à manipuler les voies de signalisation conduisant 

à la mise en place des défenses basales et à les inhiber. Les bactéries phytopathogènes 

utilisent un système de sécrétion de type III (TTSS, Type Three Secretion System) pour 

délivrer de 15 à 30 protéines d’avirulence (Truman et al., 2006). D’autres effecteurs 

peuvent supprimer la reconnaissance de PAMPs ou activer la transcription de gènes de la 

plante. Certains miment des toxines de plante, comme la coronatine, produite par 

Pseudomonas syringae. 
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Cette phytotoxine ressemble à un dérivé de l’acide jasmonique (JA) qui avec l’acide 

salicylique (SA) et l’éthylène (ET), régule les réponses de défense de la plante. La 

coronatine pourrait mimer la production de JA pour inhiber la voie du SA nécessaire à la 

défense contre P. syringae (Cui et al., 2005; Katsir et al., 2008). D’autres effecteurs 

interfèrent avec la fortification des parois cellulaires par le dépôt de cellulose ou 

suppriment la réponse hypersensible. Chez les champignons biotrophes et les oomycètes, il 

n’y a pas de TTSS. Ces derniers délivrent cependant des effecteurs de virulence extra- ou 

intra-cellulaires (Kamoun, 2006). Ces effecteurs possèdent souvent le signal commun 

RXLR. 

 

Concernant la recherche de molécules effectrices des agents pathogènes de la vigne, 

plusieurs gènes de Plasmopara viticola exprimés au cours de l’interaction compatible 

(P. viticola / V. vinifera cv Riesling) ont été mis en évidence (Polesani et al., 2008). 

Cependant, aucun de ces effecteurs ne code un domaine RXLR-EER. 

 

3.1.2.1.3. Les récepteurs des PAMPs / MAMPs 

Plusieurs récepteurs des PAMPs ou MAMPs ont été identifiés chez les plantes. Par 

exemple, chez Arabidospsis, le récepteur de la flagelline, codé par le gène FLS2 (FLagellin 

Sensing 2), reconnaît et lie flg22 à partir d’un domaine extra-cellulaire de type LRR 

(Leucine-Rich Repeats) (Chinchilla et al., 2006). Des plantes déficientes en FLS2 sont 

sensibles aux infections bactériennes. Toutefois, certaines flagellines sont moins actives 

que d’autres. Il y a ensuite activation d’une cascade de signalisation impliquant la voie des 

MAP kinases et des facteurs de transcription WRKY. Il existe plus de 200 kinases à LRR 

dans le génome d’Arabidopsis ainsi que 56 protéines membranaires qui possèdent 

uniquement un domaine extracelluaire LRR (Shiu et Bleecker, 2003; Jones et Dangl, 

2006). 

 

3.1.2.1.4. Les gènes de résistance R 

Au cours de l’évolution, certaines plantes ont mis en place des moyens de détecter 

ces effecteurs, notamment les gènes de résistance R. De nombreux gènes R qui confèrent 

des résistances à des virus, des bactéries, des champignons, des nématodes et même des 

insectes (McDowell et Woffenden, 2003) ont été identifiés chez différentes espèces 

végétales (Jones, 2001). Lorsque l’effecteur est reconnu par une protéine R, l’ETI est 

activée. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.14 : Caractéristiques structurales des protéines codées par les gènes R chez les plantes (d’après 

Holub, 2001) 

Cf-2-4-5-9 : Resístanse à Cladosporium fulvum ; PTO : Resístanse à Pseudomonas syringae pv. Tomato ; Mi : 

Résistance à Meloidogyne incognita ; Rp1 : Résistance à Puccinia sorghi ; Xa1 : Résistance à Xanthomonas 

campestris pv. oryza ; Xa21 : Résistance à Xanthomonas oryzae pv. oryzae ; RPP1-2a-5-8-13 : Resistance à 

Peronospora parasitica ; RPS4 : Résistance à Pseudomonas syringae ; L6 et M : Résistance à Melampsora lini ; 

N : Résistance au Tobacco Mosaïc Virus ; HRT : Résistance au turnip crinkle virus ; RPM1 : Résistance à 

Pseudomonas syringae pv maculicola ; RPS2-4 : Résistance à Pseudomonas syringae ; Rx : Résistance au potato 

virus X ; RPW : Résistance à powdery mildew ; PRF : gene requis pour la function de PTO ; I2C-1 : Résistance 

à Fusarium oxysporum 
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La comparaison de la structure des protéines R révèle la présence de domaines 

protéiques conservés, impliqués dans la reconnaissance et la transduction de signaux 

(Hammond-Kosack et Parker, 2003). La plupart des protéines codées par les gènes R 

possèdent 2 domaines caractéristiques : un domaine LRR qui apparaît être impliqué de façon 

centrale dans la reconnaissance de l'agresseur (Jones, 2001) et un domaine NBS (Nucleotide 

Binding Site) plutôt impliqué dans la transduction du signal de perception (Dangl et Jones, 

2001) (Figure SB.14). Les domaines LRR et NBS contiennent des motifs très conservés qui 

ont permis d'identifier et de classer les gènes R (Meyers et al., 1999). Les gènes R ont été 

regroupés en trois classes différentes fondées sur les protéines qu’ils codent (Schornack et al., 

2006). D'autres domaines sont retrouvés chez les protéines R (Martin, 1999; Dangl et Jones, 

2001; Martin et al., 2003; McDowell et Woffenden, 2003). Le domaine TIR (Toll-Interleukin 

1 Receptor) chez les animaux, se retrouve dans les protéines impliquées dans l'immunité innée 

ou qui participent à la transmission d'un signal permettant l'activation de la mort cellulaire 

programmée. Le domaine CC (Coiled-Coil) est connu pour permettre les interactions 

protéine-protéine. Enfin, les domaines transmembranaires qui constitueraient un système de 

surveillance externe vis-à-vis des agresseurs, à l’image du domaine LRR qui se retrouve à 

l'extérieur de la cellule. Le génome d’Arabidopsis contient environ 150 gènes R de type NBS-

LRR et qui conféreraient une résistance à de nombreux agents pathogènes tels que des virus, 

bactéries, champignons, nématodes et des insectes (Eckardt et Innes, 2003; Meyers et al., 

2003). 

 

Chez la vigne, plusieurs recherches ont été menées pour identifier et isoler des gènes de 

résistance R ou des analogues de gènes de résistance (RGA). Une étude a été menée pour 

essayer d’identifier des marqueurs moléculaires permettant de distinguer les génotypes 

sensibles des génotypes résistants et il a été montré qu’une grande famille multigénique des 

gènes de résistance de type NBS-LRR est présente dans la vigne (Di Gaspero et Cipriani, 

2003). Ainsi, 103 séquences codant des protéines NB-LRR à domaines CC ou TIR ont été 

mises en évidence. Des RGA à domaine récepteur kinase présentant des homologies avec les 

gènes Pto de la tomate ou Xa21 du riz, ont été retrouvés dans différentes espèces de vigne (Di 

Gaspero et Cipriani, 2003; Mahanil et al., 2007). Deux cartes physiques réalisées sur les 

génomes de V. vinifera cv. Pinot Noir et V. vinifera cv. Cabernet-Sauvignon ont permis 

d’annoter et de positionner plusieurs gènes de résistance (Velasco et al., 2007; Moroldo et al., 

2008). 
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Aucun de ces gènes ne semble correspondre à un QTL (Quantitative Trait Locus) connu 

de résistance chez la vigne contrairement à la pomme de terre où des éléments de signalisation 

des réponses de défense co-ségrègent avec des QTL mineurs de résistance à Phytophthora 

infestans (Pajerowska et al., 2005; Moroldo et al., 2008). D’autres cartes génétiques orientées 

vers la résistance aux maladies ont été construites chez la vigne (Di Gaspero et al., 2007). Les 

cartes sont issues de croisements entre un Vitis vinifera et un Vitis hybride portant une 

résistance. Plusieurs clusters de RGA ont été identifiés dans des régions chromosomiques où 

des traits phénotypiques de résistance aux maladies fongiques, bactériennes ou aux nématodes 

et parasites, ont été précédemment cartographiés. Ces cartes permettent ainsi de localiser les 

régions génomiques de résistance à différents parasites et maladies de la vigne. Une étude sur 

les traits génétiques de la population F1 issue du croisement entre deux variétés cultivées de 

vigne, Régent (résistante à de multiples maladies fongiques) et Lemberger (sensible) a permis 

d’identifier un QTL pour la résistance au mildiou et à l’oïdium (Fischer et al., 2004). Par 

ailleurs, il a été démontré que la résistance à l'oïdium est contrôlée par un gène dominant 

Run1 (Resistance to Erysiphe necator) présent chez l'espèce sauvage Muscadinia rotundifolia 

et associé à un locus de résistance (Pauquet et al., 2001; Donald et al., 2002). Trois loci, 

Rpv1, Rpv2 et Rpv3 (résistance à Plasmopara viticola) ont été cartographiés chez la vigne 

pour avoir des effets majeurs sur la résistance au mildiou (Merdinoglu et al., 2003; Fischer et 

al., 2004; Bellin et al., 2009). Rpv1 est localisé dans un cluster de gènes candidats de type 

NBS-LRR et est génétiquement associé au locus Run1 (Barker et al., 2005). Après inoculation 

par P. viticola, Rpv2 stoppe le développement de l’agent pathogène, ce qui inhibe toute 

possibilité de sporulation, alors que Rpv1 ne fait que ralentir sa diffusion (Thiéry et al., 2007). 

Il semble que plus d’un gène fonctionnel réside dans le locus Rpv3. 

 

Ainsi la reconnaisance des PAMPs / MAMPs comme «non soi» par la plante constitue 

le premier niveau d’activation des défenses végétales. Ce mécanisme est caractérisé sous le 

terme PTI et correspond au système d’immunité basal (Jones et Dangl, 2006). Etant donné 

que ces motifs reconnus sont conservés, ils confèrent une protection à large spectre qui est 

fondamentale pour expliquer les mécanismes moléculaires de la résistance non hôte. Le 

deuxième niveau de défense des plantes contre les microorganismes est lié à la détection 

spécifique de certaines molécules microbiennes par des classes de protéines végétales dérivant 

des gènes R. 
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Figure SB.15 : Schéma illustrant le modèle de garde (d’après Van der Hoorn, 2002) 

(a) Avant l’infection, des récepteurs de virulence (VT) existe dans la plante hôte. 

(b) L’infection d’une plante sensible conduit à la liaison du facteur d’avirulence (Avr) et du récepteur de 

virulence, ayant pour résultat une modification du VT et conduit à la virulence (sensibilité de l’hôte). 

(c) Dans une population de plantes résistante, différentes protéines R (par exemple R2 et R3) ont évolué pour 

reconnaître directement le facteur d'avirulence (R2, bleus) ou une modification du facteur d’avirulence induit par 

le récepteur (VT) (R3, rouges). 

(d) Pendant la sélection des mutations dans le gène Avr, il apparaît un nouveau facteur d’avirulence (Avr2). R3 

est maintenue comme une protéine R commune dans la population de plantes par la sélection balancée, tandis 

que R2 devient rare et même s’éteint. Ainsi, seules les protéines R de garde sont maintenues comme un résultat 

de cette sélection. 
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3.1.2.2. Reconnaissance spécifique « gène pour gène » 

Le concept « gène pour gène » a été développé par Harold Flor à partir de l’étude 

génétique des interactions qui existent entre le lin et Melampsora lini (Flor, 1971). Ce concept 

permet d'expliquer la grande majorité des résistances monogéniques dominantes et a été 

confirmé au niveau moléculaire : les mécanismes de résistance sont induits si et seulement si 

la protéine codée chez la plante par un gène de résistance R "reconnaît" la protéine codée chez 

l’agent pathogène par un gène dominant dit "d'avirulence" (gène Avr) (Bent, 1996; 

Hammond-Kosack et Jones, 1997; Belkhadir et al., 2004). 

Si les récepteurs des PAMPs / MAMPs peuvent reconnaître directement leurs cibles, il 

n’en est pas de même pour les protéines R. Il existe 2 modes de reconnaissance entre les 

protéines R et Avr : une détection directe, on parle de modèle "éliciteur-récepteur" ou une 

détection indirecte dans laquelle la protéine R détecte les modifications qu’ont engendrées les 

effecteurs mais pas les effecteurs eux-mêmes. Dans ce dernier cas, on parle de modèle "de 

garde" (Figure SB.15) (Van der Hoorn et al., 2002; McDowell et Woffenden, 2003). 

Ainsi, plutôt que de développer des récepteurs contre tous les effecteurs possibles, les 

plantes ont généré des mécanismes de surveillance des cibles cellulaires les plus fréquentes 

des effecteurs microbiens, de façon à déclencher l’ETI. L'interaction physique directe entre 

les 2 partenaires n'a pu être démontrée que dans un nombre extrêmement limité de cas et 

beaucoup reste à élucider en matière de reconnaissance directe ou indirecte des champignons 

et des oomycètes. 

 

3.1.2.3. Polymorphisme des gènes de résistance : « course aux armements » vs 

« guerre des tranchées » 

Généralement, deux principaux types de sélection naturelle sont mis en évidence lorsque 

l'on étudie la diversité des plantes : la sélection balancée décrite précédemment qui permet le 

maintien sélectif à long terme de plusieurs allèles et la sélection positive où il y a fixation 

d'une mutation favorable (Wright et Gaut, 2005). 

Dans les populations d’une même plante, on observe des polymorphismes dans certains 

gènes de résistance (Tiffin et Moeller, 2006). Le tableau SB.4 illustre différents chemins 

évolutifs suivis par les gènes de résistance R. Chez A. thaliana, les analyses moléculaires 

montrent que la sélection balancée est la force qui prédomine pour maintenir à la fois les 

allèles de résistance et de sensibilité avec un niveau élevé de polymorphisme silencieux et / ou 

un excès de substitutions non-synonymes (Bakker et al., 2006). 
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Tableau SB.4 : Traces de sélection détectées sur les gènes R chez les plantes (D’après Tiffin et Moeller, 

2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.16 : Evolution des gènes de résistance R (d’après Holub, 2001) 

a- Polymorphisme transitoire ou « course aux armements » : suite à l’émergence de nouveaux pathogènes, les 

anciens allèles R sont remplacés à chaque cycle par un nouvel allèle. 

b- Polymorpisme de recyclage ou « guerre des tranchées » : beaucoup d’allèles sont maintenus dans la 

population par sélection balancée. 

c- Modèle mixte : la population progresse de cycles transitoires vers le maintien des variations alléliques qui 

s’accumulent dans la population de l’hôte. 
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Certains auteurs ont attribué le maintien des polymorphismes observés par de la 

sélection dépendante de la fréquence de l’allèle d’avirulence. Dans ce cas, la fréquence de 

l'allèle de résistance dépendrait de la fréquence de l'allèle d'avirulence et donc de la fréquence 

de certains génotypes d’agent pathogène et vice versa (Ellis et al., 1999; Stahl et al., 1999; 

Tian et al., 2003). Chez la tomate, la résistance à P. syringae est sous le contrôle du gène R de 

résistance Pto. Les analyses de polymorphisme chez plusieurs espèces de Lycopersicon 

montrent que Pto n'évolue pas de la même façon que les autres locus non résistants analysés 

chez ces mêmes espèces. Le niveau de substitutions non-synonymes est beaucoup plus élevé 

pour Pto que pour les autres gènes analysés mais ce polymorphisme s’il est balancé n’est pas 

patent et l'évolution de Pto semble être influencée à la fois par de la sélection purificatrice et 

de la sélection balancée (Rose et al., 2007). D’après l’auteur on observe une périodisation. 

D’une part, des pressions de sélection fortes de l’agent pathogène s’exercent sur Pto et d’autre 

part, on note des périodes de relâchement de la contrainte sur ce gène. Ceci serait dû au fait 

que les agents pathogènes ne possèdent pas les gènes Avr adéquats, ce qui favorise 

l'accumulation des substitutions neutres ou délétères. 

A chaque fois que la sélection est relachée, de nouveaux allèles peuvent être créés et 

l’infection par des agents pathogènes exprimant des protéines Avr fonctionnelles favorise les 

individus avec des protéines Pto fonctionnelles. Chez le lin, des études ont montré que le 

locus L (codant pour des protéines de type TIR-NBS-LRR qui interagissent avec les protéines 

Avr de différentes souches de Melamspora lini) et que le locus Avr correspondant étaient tous 

les deux sous pression de sélection diversificatrice (Luck et al., 2000; Dodds et al., 2006). 

Des analyses d’évolution moléculaire ont permis de caractériser les processus évolutifs 

mis en jeu dans les gènes R impliqués dans la résistance des plantes aux agents pathogènes. 

Trois scénarios évolutifs sont décrits : le polymorphisme transitoire, le polymorphisme de 

recyclage et le modèle mixte (Holub, 2001) (Figure SB.16). 

Le modèle de « polymorphisme transitoire » ou « course aux armements » conduit à 

l’extinction des anciens allèles R qui sont remplacés à chaque cycle par un nouvel allèle qui a 

divergé d'un allèle existant par une mutation, une recombinaison, ou bien provient d'une autre 

population (Holub, 2001). 
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Figure SB.17 : Structure des trois principales phytohormones impliquées dans les réponses de défense 

chez les plantes 
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Le modèle de « polymorphisme de recyclage » ou « guerre des tranchées » suppose que 

beaucoup d'allèles sont maintenus dans une même population par du polymorphisme balancé. 

Les allèles sont fréquents lorsqu’ils permettent une résistance efficace mais losrque de 

nouvelles formes virulentes émergent et contournent la résistance, la fréquence des allèles R 

rares va augmenter et la fréquence des autres va diminuer (Holub, 2001). Cependant, ce 

modèle ne permet pas d'expliquer l'apparition de nouveaux allèles de résistance. 

Les deux modèles ne sont pas exclusifs et un modèle mixte est alors proposé et 

correspond à une synthèse des deux modèles précédents. Si les gènes R ne sont pas éliminés, 

leur fréquence diminue pour qu’ils réapparaissent à un moment plus opportun. La population 

progresse du cycle transitoire vers un maintien des variations alléliques qui s’accumulent dans 

la population de l’hôte (Holub, 2001). 

Il est donc difficile de formuler des modèles généraux d'évolution des gènes R et 

l’adoption de l’un ou l’autre modèle peut être guidée par l’histoire évolutive propre à chaque 

pathosystème. 

 

3.2.  Les signaux hormonaux impliqués dans la mise en place des mécanismes 

de défense 

L’activation des résistances systémiques est obtenue par l’intervention de trois 

phytohormones régulatrices de croissance des plantes : l'acide salicylique (SA), l’acide 

jasmonique (JA) et l'éthylène (ET) (Figure SB.17) (Ton et al., 2002; Beckers et Spoel, 2006). 

Les voies de transduction dépendante de l’acide salicylique sont requises pour la résistance 

aux agents pathogènes biotrophes (Glazebrook, 2005). Les voies de transduction de l’acide 

jasmonique et de l’ethylène sont généralement requises pour la résistance aux pathogènes 

nécrotrophes. 

 

3.2.1. L’acide salicylique 

De nombreuses études, fondées sur l'utilisation de plantes transgéniques de tabac NahG 

(dégradent le SA), ont démontré que le SA est un signal intracellulaire important impliqué 

dans les résistances locale (LAR) ou systémique (SAR), ainsi que dans l'expression des 

protéines PR (Ryals et al., 1996). Un lien entre la SAR et la teneur endogène en acide 

salicylique a été mis en exergue (Yalpani et al., 1994). Des feuilles de tabacs résistants 

infectées par le TMV montrent une teneur multipliée par vingt contrairement à celles des 

tabacs sensibles (Malamy et al., 1990). 
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Cependant, bien que la concentration de SA augmente fortement dans les tissus 

systémiques, le SA ne semble pas être le messager de la SAR et les mécanismes d'action de 

cette molécule restent mal connus. En effet, des plants de tabac mutant produisant une 

enzyme bactérienne de dégradation de l’acide salicylique NahG sont incapables de déclencher 

la SAR en réponse à des attaques de différents agents pathogènes (Gaffney et al., 1993; 

Vernooij et al., 1994). Des greffes entre greffon de type sauvage et porte-greffe NahG ont 

permis de mettre en lumière le fait que l’infection des feuilles du porte greffe par le VMT 

engendrait une résistance systémique acquise au niveau des feuilles du greffon de type 

sauvage (Vernooij et al., 1994). Au cours de ces dernières années, plusieurs protéines se liant 

à l'acide salicylique ont été identifiées et seraient des candidates pour être les messagers 

diffusibles de la SAR. 

Tout d’abord, le méthyl salicylate (MeSA) a longtemps été pressenti comme le messager 

volatile impliqué dans une communication inter plantes par voie aérienne ou encore après 

transport via le phloème (Shulaev et al., 1997). Cependant, on s’est aperçu que des mutants 

déficients dans la production de MeSA sont toujours capables de mettre en place la SAR 

(Attaran et al., 2009). Une autre molécule pourrait être un bon candidat pour le signal de la 

SAR, il s’agit de l’acide azélaïque. Il serait capable de stimuler les réponses de défense 

locales et systémique et de permettre l’accumulation de SA dans les plantes (Jung et al., 

2009). 

Les analogues fonctionnels du SA comme le benzo-(1,2,3)-thiadiazol-7-carbothiate de 

S-méthyl (BTH) et l’acide 2,6-dichloroisonicotinique (INA) sont également connus pour 

déclencher l’induction des gènes PR et sont efficaces contre le même spectre d’agents 

pathogènes (Uknes et al., 1992; Lawton et al., 1996; Ryals et al., 1996). 

 

3.2.2. L’acide jasmonique 

L'acide jasmonique est une molécule produite à partir d'un acide gras, l'acide linolénique 

par action des lipoxygénases (LOX). Le JA et son dérivé, le méthyljasmonate (MeJA) sont 

impliqués dans l'induction des protéines de défense (défensines, osmotines, thionines, 

inhibiteurs de protéases) (Farmer et Ryan, 1992; Xu et al., 1994; Penninckx et al., 1996; 

Creelman et Mullet, 1997; Wasternack et Parthier, 1997). Le méthyljasmonate est capable 

d'induire la production d'éthylène dans les fruits de tomate (O'Donnell et al., 1996). Des 

mutants d'Arabidopsis incapables d'accumuler du jasmonate développent une sensibilité 

importante à Pythium mastaphorum (Vijayan et al., 1998). 
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3.2.3. L’éthylène 

L'éthylène est une phytohormone impliquée dans les processus de croissance et de 

développement des plantes (germination, sénescence, abscission des fleurs et des feuilles, 

maturation des fruits). Cette molécule est rapidement produite et accumulée de façon 

transitoire suite à une blessure, à l’induction par de l'acide jasmonique et à de multiples stress 

biotiques ou abiotiques et permet la transduction du signal menant à l'activation des défenses 

des cellules végétales (Broekaert et al., 2006). Des plantes mutantes, incapables de produire 

l'éthylène ou de le percevoir deviennent soit plus résistantes, soit plus sensibles à l'attaque de 

différents pathogènes en comparaison des plantes sauvages (Hoffman et al., 1999). Suite à 

l’application d’un éliciteur fongique, la voie de l’éthylène serait impliquée dans la stimulation 

de protéines de défense (Martinez et al., 2001). 

L’acide salicylique, l’acide jasmonique et l'éthylène semblent réguler les réponses de 

défense de la plante de manière différente. En effet, les voies dépendants de SA ou de JA / ET 

semblent interagir de façon complexe sous forme d’un antagonisme mutuel ou d’interactions 

synergiques (Feys et Parker, 2000; Glazebrook, 2001). 

L'implication de ces molécules dans la signalisation intercellulaire diffère suivant 

l'espèce végétale et la nature de l'éliciteur. 

 

3.3. Les mécanismes de résistance de la plante 

Les plantes présentent des réponses de défense à court et long termes lorsqu’elles sont 

attaquées par des agents pathogènes. Pour combattre les agents pathogènes, les plantes ont 

développé des mécanismes de défense passifs et actifs (Hammerschmidt, 1999). Ils sont 

constitutifs ou induits, physiques ou chimiques (Lamb et al., 1989; Lamb, 1994). 

Certaines plantes produisent des substances (cires, lignine …) qui peuvent constituer des 

barrières passives physiques à la pénétration de l’agent pathogène. Des composés 

antimicrobiens préformés, comprenant les métabolites secondaires tels que les composés 

phénoliques, les saponines et les tannins (Osbourn, 2003) et les peptides cationiques 

(Broekaert et al., 1995) servent de défenses chimiques constitutives. 

Les mécanismes préexistants ne protègent pas toujours suffisamment les plantes contre 

les attaques des agents pathogènes. Les plantes ont donc développé des systèmes de défense 

actifs. La résistance la plus efficace est la résistance non-hôte. Elle se manifeste lorsqu’un 

agent pathogène entre au contact d’une plante sur laquelle il est inoffensif. 
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Figure SB.18 : Les différents types de résistance (d’après Durrant et Dong, 2004) 

R : resistance ; ROS : reactive oxgen species ; SABP2 : salicylic acid-binding protein 2 ; TGA  : TGA-element 

binding proteins ; WRKY  : transcription factors containing a highly conserved WRKY domain(s) ; WHY1  : 

whirly transcription factor1 ; DIR1 : defective induced resistance 1 ; SFD1 : suppressor of fatty-acid-desaturase 

deficiency 1 ; EDS1 : enhanced disease susceptibility 1 ; PAD4 : phytoalexin deficient 4 ; ICS1 : isochorismate 

synthase 1 ; EDS5 : enhanced disease susceptibility 5 ; NPR1 : nonexpressor of PR genes ; SNI : suppressor of 

npr1-1 inducible 1 ; DTH9 : detachment 9 ; PR : pathogenesis-related genes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.19 : Une réponse hypersensible classique du tabac (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) à 

l’infection par le TMV (Tobacco mosaic virus) (d’après Lam et al., 2001) 

Les feuilles sont inoculées soit avec de l’eau (gauche) ou avec le TMV (droite). Dans ce cas, la plante est 

capable de restreindre la croissance du virus au niveau de la zone HR. 
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La plante est donc complètement protégée de l’infection (Heath, 2000). Un critère 

important dans la définition de la résistance non-hôte est que tous les individus d’une même 

espèce de plante doivent être résistants à tous les isolats d’une espèce pathogène. 

Les plantes montrent d’autres types de résistances induites (Figure SB.18) (Bent, 1996). 

 

3.3.1. Les résistances locales 

3.3.1.1. La réaction d’hypersensibilité 

Dans la plupart des cas d’interactions incompatibles, le premier type de réponse des 

plantes est la réaction d’hypersensibilité (HR) (Figure SB.19) (Lamb et Dixon, 1997; Heath, 

2000; Lam et al., 2001; Bonas et Lahaye, 2002). La mise en place de la réaction 

d’hypersensibilité favorise la résistance de la plante. La réponse hypersensible aboutit à la 

production d’espèces activées de l’oxygène (ROS), d’oxyde nitrique (NO) (Delledonne et al., 

1998) et à la formation d’une réponse de défense localisée autour du site d’infection. Elle 

conduit le plus souvent à la mort cellulaire programmée localisée (PCD) (Heath, 2000) au 

niveau du site de l’infection, ce qui permet le confinement des micro-organismes biotrophes 

et hémi-biotrophes (Heath, 2000; Belkhadir et al., 2004). La HR peut cependant favoriser la 

propagation des agents pathogènes nécrotrophes qui peuvent profiter de la mort des cellules 

pour se nourrir (Govrin et Levine, 2000). 

 

3.3.1.2. La résistance locale acquise 

La zone étroite entourant la zone HR reçoit des signaux provenant de la zone d’infection 

primaire qui déclenchent de fortes réponses de défense qui contribuent à induire une 

résistance pour circonscrire l’agent pathogène. Il s’agit de la zone de résistance locale acquise 

(LAR) (Dorey et al., 1997). La LAR est régulée par un signal de plante libéré par les cellules 

en état de HR et diffusant à faible distance. La HR est donc nécessaire pour le déclenchement 

de la LAR. 

 

3.3.2. Les résistances systémiques 

En plus des résistances locales, une interaction avec un agent pathogène ou un agent 

chimique qui le mime peut également conduire à une résistance systémique. Les résistances 

systémiques s’expriment dans tous les organes et fournissent à la plante une protection contre 

de nouvelles agressions (Hammerschmidt, 1999) par un large spectre d’agents pathogènes. 

Cette condition physiologique est également appelée potentialisation. 
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Figure SB.20 : Les deux formes de résistance induite caractérisée chez les plantes (Vallad et Goodman, 

2004) 

La résistance systémique acquise (SAR) est induite par l’exposition des racines ou des feuilles aux éliciteurs 

biotiques et abiotiques. Cette résistance est dépendante de l’acide salicylique et associée à l’accumulation de 

protéines PR. Il semblerait, cependant que l’acide salicylique ne soit pas le messager diffusible de la SAR. 

La résistance systémique induite (ISR) est induite par l’exposition de racines à des éliciteurs biotiques. Cette 

résistance est dépendante de l’acide jasmonique et de l’éthylène. 
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Le mécanisme de potentialisation permettant d'amplifier les réactions de défense suite à 

une infection secondaire serait donc d'un grand intérêt pour réduire les dépenses énergétiques 

de la plante (Pieterse et al., 2002; Conrath et al., 2006). Il existe deux types de résistances 

systémiques dont la mise en place dépend du microorganisme ou de la molécule initialement 

détectée (Figure SB.20) : la résistance systémique acquise (SAR) et la résistance systémique 

induite (ISR). 

 

3.3.2.1. La résistance systémique acquise 

Quand une plante est attaquée par un agent pathogène causant une réaction 

d’hypersensibilité, il est souvent observé que les parties non infectées et éloignées de la plante 

deviennent résistantes à un large spectre d’agents pathogènes. Ce phénomène est appelé la 

résistance systémique acquise. Une des premières modifications dans le métabolisme de la 

plante après induction de la SAR est une accumulation locale et systémique d’acide 

salicylique endogène (Malamy et al., 1990; Metraux et al., 1990). L’application de SA 

déclenche la production des protéines PR et conduit à une augmentation du niveau de 

résistance (Uknes et al., 1992). Certaines de ces protéines (chitinase, glucanase…) ont montré 

des propriètés antimicrobiennes (Mauch et al., 1988), ainsi, elles sont généralement utilisées 

comme des marqueurs de la SAR. 

 

3.3.2.2. La résistance systémique induite 

La résistance systémique induite (ISR) est développée en réponse à la colonisation des 

racines par des bactéries non pathogènes vivant dans la rhizosphère (Vanpeer et al., 1991; 

Pieterse et al., 2002). L’ISR a été démontrée dans différentes espèces végétales et confère une 

résistance contre un large spectre d’agents pathogènes (van Loon et al., 1998; Ton et al., 

2002). Cette résistance s’avère dépendante du génotype végétal, de l’agent pathogène, mais 

aussi de la rhizobactérie. En effet, la souche Pseudomonas fluorescens WCS374r induit une 

ISR chez le radis mais pas chez Arabidopsis contre Fusarium oxysporum. A l'inverse, P. 

putida WCS358r induit une ISR chez Arabidopsis contre le même champignon mais pas chez 

le radis (Leeman et al., 1995; VanWees et al., 1997). D’autres souches de type P. fluorescens, 

P. putida et Bacillus pimilus ont montré une capacité à induire une ISR chez de nombreuses 

plantes contre divers pathogènes (Ceratocystis fagacearum, Fusarium oxysporum) 

(Benhamou et al., 1996; Benhamou et al., 1996; Mpiga et al., 1997; Ramamoorthy et al., 

2001). 
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Tableau SB.5 : Classification des protéines PR (d’après Van Loon et Van Strien, 1999) 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Synthèse bibliographique 

  55 

Il est bien établi que l'ISR fait appel à l'expression des mécanismes de défense des 

plantes. Elle est activée par des lipopolysaccharides et des flagelles de souches non 

pathogènes de Pseudomonas impliquant des mécanismes dépendant à la fois des voies du JA 

et de l'éthylène, mais indépendant de la voie de SA et de l'expression des protéines PR 

(Pieterse et al., 1998). L’existence de la voie SA-indépendante a été démontrée pour la 

première fois dans Arabidopsis thaliana en utilisant la souche de P. fluorescens WCS417r 

comme agent induisant l’ISR et P. syringae pv tomato DC3000 comme agent pathogène 

secondaire (Pieterse et al., 1996). 

Néanmoins, d'autres travaux montrent que l'ISR pourrait être parfois dépendante de la 

voie de SA (Meyers et al., 1999; Meyers et al., 2003), indépendante des trois molécules signal 

(Ryu et al., 2003) ou encore indépendante des voies du SA, du JA, du gène NPRl (Non-

expressor of PR genes) tout en restant dépendante de l'éthylène (Ryu et al., 2004). Dans les 

situations où les plantes ne sont pas en état de résistance systémique (SAR ou ISR), leur état 

de résistance basale contre des pathogènes spécifiques serait régulé par l'action concertée des 

trois molécules signal (Pieterse et al., 2002). De plus, il est également intéressant de noter que 

la mutation npr1 bloque la mise en place de l’ISR. Ce qui suggère que l’ISR a besoin d’un 

gène NPR1 fonctionnel (Cao et al., 1994; Pieterse et al., 1998). 

L’activation simultanée des voies de résistances systémiques (SAR et ISR) conduit à 

une augmentation des niveaux de protection contre les agents pathogènes, suggérant que les 

réponses de défense activées à travers les différentes voies sont additives (van Wees et al., 

2000). 

 

3.4.  Les réponses de défense mises en place par la plante 

3.4.1. Protéines PR 

Du point de vue moléculaire, une des caractéristiques de la SAR est l’accumulation de 

protéines appelées protéines PR (pathogenesis-related) (Ward et al., 1991; Uknes et al., 

1992). Les protéines PR sont structurellement différentes et possèdent diverses fonctions à 

l’intérieur ou à l’extérieur de la cellule végétale (Van Loon et Van Strien, 1999). Dix sept 

familles d’ARNm codant des protéines de la SAR ont été identifiées et sont fondées sur leurs 

structures et leurs activités biologiques (Tableau SB.5) (van Loon et al., 2006). Certaines 

protéines PR possèdent des propriétés antimicrobiennes, par exemple, des chitinases (PR-3, 4, 

8, 11), des �-1,3-glucanases (PR-2) et des peptides cationiques (Van Loon et Van Strien, 

1999). 
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Tableau SB.6 : Exemples non exhaustifs de l’accumulation de protéines PR chez Vitis lors de son 

interaction avec différents pathogènes 
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On dénombre aussi des osmotines et thaumatine-like (PR-5), des inhibiteurs de 

protéases (PR-6), des peroxidases (PR-9), des défensines (PR-12) ou des protéines de transfert 

de lipides (PR-14) mais il reste encore des protéines PR pour lesquelles aucune fonction n’a 

encore été identifiée (Eulgem, 2005). 

Les protéines PR commencent à s’accumuler dans les tissus locaux et systémiques peu 

après l’infection d’un agent pathogène et les niveaux peuvent augmenter pendant plusieurs 

heures ou jours (Ward et al., 1991; Uknes et al., 1992; Van Loon et Van Strien, 1999). En 

raison de l'expression caractéristique de ces gènes pendant la SAR, ils sont couramment 

utilisés comme marqueurs moléculaires de ce phénomène de résistance. Par exemple, chez 

Arabidopsis, les gènes PR-1, PR-2 et PR-5 sont identifiés comme des gènes marqueurs de la 

SAR (Uknes et al., 1992; Durrant et Dong, 2004). De plus, il est important de noter que le 

type de protéine et le niveau d’expression des gènes PR varient selon les espèces ; ainsi les 

gènes marqueurs doivent être déterminés sur une base individuelle d’interaction plante - agent 

pathogène. C’est l’expression multiple des gènes PR qui peut expliquer la résistance à large 

spectre observée lors de la SAR. 

Les mutants pour lesquels l’expression des gènes PR est abolie comme npr1 (non-

expressor of PR genes1) (Cao et al., 1994), montrent une sensibilité accrue aux maladies alors 

que les mutants qui expriment constitutivement les gènes PR comme acd2 (accelerated cell 

death2) (Dietrich et al., 1994), montrent une résistance augmentée aux maladies. 

En plus des gènes PR, il existe d’autres gènes qui sont regulés en amont ou en aval de la 

SAR (Maleck et al., 2000; Pan et al., 2004; Pylatuik et Fobert, 2005). Le SA stimule 

l’expression de PR-1, PR-2 et PR-5, alors que le JA et l’ET activent l’expression de PR-3, 

PR-4 et de la défensine PDF1.2 chez Arabidopsis. 

 

Depuis ces dix dernières années, plusieurs travaux relatent l'accumulation de protéines 

PR chez la vigne. Plusieurs protéines PR ont été identifiées notamment dans les feuilles, mais 

également dans d’autres organes comme les baies ou les racines. La majorité de ces protéines 

PR correspondent aux chitinases (classe I, III et IV), �-1,3 glucanases (PR-2), peroxydases 

(PR-9), «thaumatin-like» ou osmotines (PR-5), «ribonuclease-like» (PR-10), une LTP (PR-

14), un inhibiteur de protéase (PR-6) et une PR-l (Tableau SB.6). 
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L'étude concernant les chitinases de vigne a débuté par la mesure de leur activité dans 

les feuilles (Derckel et al., 1996; Derckel et al., 1999) et a permis de mettre en évidence 

plusieurs isoformes de chitinases acides et basiques, dont certaines sont constitutives et trois 

autres sont induites par B. cinerea. Une forte induction de chitinases (classes I, III et IV) dans 

les feuilles de vigne infectées par Plasmopara viticola, Erysiphe necator, Botrytis cinerea ou 

P. syringae a été relevé (Busam et al., 1997; Jacobs et al., 1999; Robert et al., 2001; Bezier et 

al., 2002). 

Des �-1,3 glucanases de vigne ont également été identifiées dans des feuilles infectées 

par B. cinerea (Renault et al., 1996). Des approches moléculaires ont permis d’identifier 

différents gènes codant pour la �-1,3 glucanase dans les feuilles et / ou dans les baies de vigne 

suite à l’infection par E. necator ou par B. cinerea (Jacobs et al., 1999; Bezier et al., 2002). 

Des protéines de la famille des osmotines ou des thaumatine-like (PR-1, PR-5) ont 

également été identifiées chez la vigne et leur puissante activité anti-fongique a été démontrée 

in vitro (Tattersall et al., 1997; Salzman et al., 1998; Monteiro et al., 2003). Ces protéines 

agissant en synergie sont capables de bloquer la croissance de B. cinerea et de Phomopsis 

viticola (agent de l’excoriose de la vigne) ainsi que de leur mycélium. Elles sont également 

capables d'inhiber la germination de leur spores (Monteiro et al., 2003). 

Des protéines de la famille des protéines de transfert de lipides (LTP ; PR-14) et des PR-

10 ont été également identifiées comme étant sécrétées dans le milieu extracellulaire au cours 

de l'embryogenèse somatique de cellules de Vigne (Coutos-Thevenot et al., 1992; Maillot et 

al., 2009). Leur expression peut être fortement induite par des éliciteurs fongiques tels que 

l’ergostérol et le JA (Gomès et al., 2003). Une protéine de la classe des PR-10 s’accumule 

suite à une infection par P. syringae (Robert et al., 2001). 

D'autres protéines de défense, comme les Polygalacturonase-Inhibiting Proteins (PGIP) 

ont également été caractérisées chez la vigne (Poinssot et al., 2003; Joubert et al., 2006). 

L'expression du gène PGIP est observée chez les feuilles ou les cultures cellulaires de vigne 

en réponse à P. viticola (Kortekamp, 2006) et à B. cinerea (Bezier et al., 2002). L'insertion et 

la surexpression de VvPGIP1 dans les plants de tabac sont même associées à une résistance 

vis à-vis de B. cinerea (Joubert et al., 2006). 
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Tableau SB.7 : Exemples d’induction de phytoalexines chez Vitis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.21 : Biosynthèse du trans-resvératrol et de ses dérivés (Coutos-Thévenot et al., 2001) 
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3.4.2. Phytoalexines 

Les phytoalexines sont des petites molécules possédant des activités antimicrobiennes. 

Elles sont synthétisées en réponse à un éliciteur biotique ou abiotique et s'accumulent 

rapidement autour des sites de nécrose (Kuc, 1995). Elles ont été mises en évidence chez les 

Angiospermes (mono et dicotylédones) et chez les Gymnospermes (Harborne, 1999). Les 

métabolites secondaires des phytoalexines peuvent être issus de la voie de l'acétyl CoA pour 

les sesquiterpènes (Essenberg et al., 1990) ou provenir de celle de l'acétyl CoA combinée à 

celle des shikimates pour les stilbènes, les coumarines ou les flavonoïdes. 

L’accumulation des phytoalexines est l’une des principales réactions de défense 

caractérisée chez la vigne lors de son interaction avec différents pathogènes (Tableau SB.7). 

Les phytoalexines de la vigne appartiennent principalement à la famille des stilbènes. Les 

formes les plus abondantes sont le resvératrol et ses dérivés, le ptérostilbène (resvératrol 

méthylé), les viniférines (polymères de resvérarol) et les picéides (resvératrol glycosylé) 

(Figure SB.21). La production de phytoalexines est liée à l’activation de la voie des 

phénylpropanoïdes, dont les enzymes clefs sont la phénylalanine ammonia lyase (PAL) et la 

stilbène synthase (STS). Le séquençage du génome de la vigne à mis en évidence une 

quarantaine de gènes codant des STS (Jaillon et al., 2007). Leur expression est stimulée en 

réponse à une attaque par différents microorganismes, Botrytis cinerea, Erysiphe necator, 

Plasmopara viticola (Jeandet et al., 2002). 

L’importance du resvératrol dans la défense des plantes a été démontrée in planta par 

l’insertion et la surexpression du gène de la STS. En effet, une vigne transgénique exprimant 

fortement le gène de la STS présente une tolérance vis-à-vis de B. cinerea (Coutos-Thevenot 

et al., 2001). 

 

3.4.3. Le renforcement des parois 

Les différents agents pathogènes des plantes possèdent une batterie d’enzymes 

(pectinase, cellulase, xylanase, polygalacturonase) permettant de percer la première barrière 

de défense que constitue la paroi pecto-cellulosique. L’une des réponses les plus courantes 

chez les plantes suite à une infection est la formation de nouveaux composants qui viennent 

renforcer la paroi par formation de papilles et dépôts de macromolécules. Les papilles peuvent 

être constituées de callose ou de lignine mais aussi de subérine, des protéines pariétales, de 

silice ou/et de calcium et de composés antimicrobiens ou même d’enzymes hydrolysantes 

(Lepoivre, 2003). La formation de dépôts constitue une barrière à la progression des hyphes 

mycéliens au sein des espaces inter-cellulaires. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.22 : Schéma général des voies de transduction SA, JA et ET impliquées dans la résistance 

contre des agents pathogènes chez Arabidopsis thaliana (Kunkel, 2002) 

Les interactions régulées positivement parmi ces voies de signalisation sont indiquées avec des flèches vertes 

tandis que les interactions antagonistes sont indiquées avec des lignes rouges. L´hypothèse que SSI2 module des 

rétrocontrôles entre les voies de signalisation JA et SA est indiquée par les courtes flèches vertes. Les flèches 

discontinues vertes indiquent les interactions positives potentielles entre les voies SA et ET. 

EDS : enhanced disease susceptibility ; PAD4 : phytoalexin deficient4 ; SID2 : SA induction deficient2 ; 

NahG : salicylate hydroxylase ; SA : salicylic acid 

FAD : fatty acid desaturase ; CET : constitutive expressor of thionin ; JA : jasmonic acid ; COI1 : coronatine 

insensitive1 ; MPK4  : mitogen-activated protein kinase4 ; SSI2 : suppressor of SA insensitivity2 ; JAR1 : 

jasmonic acid resistant1 

ET : ethylene ; EIN2 : ethylene insensitive2 ; PDF1.2 : plant defensin1 ; Thi2.1 : thionin2.1 ; HEL  : hevein-like 

protein ; CHIB  : chitinaseB 
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La lignine permet la lignification des papilles et protège ainsi d’une infection ultérieure. 

Parmi les protéines pariétales, on peut citer les protéines riches en hydroxyproline (HRGP), 

les protéines riches en glycine (GRP) et les protéines riches en proline (PRP). L’accumulation 

de protéines HRGP chez le millet est corrélée à la résistance à l’agent du mildiou, Sclerospora 

graminicola (Shailasree et al., 2004). 

Parmi les réactions impliquées dans le renforcement de la paroi, la formation de callose 

a été observée chez la vigne dans la résistance à Plasmopara viticola. Cependant, une forte 

accumulation de callose au niveau des stomates des feuilles chez un cépage résistant à P. 

viticola a été observée (Gindro et al., 2003) et aucune corélation n’a pu être mise en évidence 

entre l’accumulation de callose et les différents niveaux de résistance de la vigne à P. viticola 

(Kortekamp et al., 1997). 

 

3.5.  Les régulateurs génétiques de la SAR 

Au cours des dernières années, Arabidopsis est devenu une plante modèle très 

importante pour permettre l’étude des systèmes de défense pouvant contrôler l’attaque des 

agents pathogènes. Les avancées dans la compréhension des mécanismes de signalisation des 

réponses de défenses sont dues à la disponibilité de plusieurs mutants affectés dans différentes 

voies de défense. 

Les études utilisant ces mutants ont conduit à un aperçu des différentes voies de 

signalisation et de leur interaction qui contrôlent divers agents pathogènes (Figure SB.22) 

(Kunkel et Brooks, 2002). 

Les gènes impliqués dans la régulation de la SAR ont été identifiés au cours de criblages 

visant à identifier différentes classes de mutants affectés dans différentes réponses de défense. 

Certains d’entre eux sont affectés de manière specifique dans leur capacité à exprimer des 

gènes PR, d’autres montrent une résistance aux maladies amoindrie après le traitement avec 

des analogues de SA (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995; Shah et al., 1997). En particulier, 

le mutant npr1 a été mis en évidence. Ce mutant n’expriment pas les gènes PR-1, PR-2 et PR-

5 en réponse à un traitement avec SA, INA ou BTH (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995). 

De plus, le mutant npr1 est incapable de mettre en place la SAR en réponse à une application 

exogène de SA ou une première infection par un microorganisme avirulent. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.23 : Schéma général de l’activation de NF�B (d’après Baldwin, 1996) 

Après exposition d’une cellule à l’inducteur, I�B devient phosphorylé (étape 1) par une kinase. Il est important 

de noter que I�B présente un niveau basal de phosphorylation. I�B est ensuite ubiquitiné (étape 2) puis dégradé 

par le proteasome (étape 3). Dans le cas de p105, la dégradation est partielle (produisant p50). Soit NF�B 

s’associe avec I�B, inhibant ainsi sa translocation dans le noyau, soit il est transloqué dans le noyau où il active 

une série de gènes (étape 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.24 : Schéma de la structure de NPR1 chez Arabidopsis  

BTB / POZ : Broad complex Tramtrac Bric-à-brac/POx virus and Zinc Finger 

ARD : Ankyrin-Repeat Domain 

NLS : Signaux de localisation nucléaire 

NLS1ARDBTB / POZ

NH2 COOH

NLS2
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3.5.1. NPR1 : régulateur clé de la voie de signalisation de l’acide salicylique 

3.5.1.1.Caractéristiques des protéines NPR1 chez Arabidopsis thaliana 

Le gène NPR1 (Nonexpressor of pathogenesis-related 1 gene), également appelé non-

inducible immunity 1 [NIM1 ; (Delaney et al., 1995)] et salicylic acid-insensitive [SAI1 ; 

(Shah et al., 1997)], code pour une protéine clé dans la signalisation des réponses de défense 

dépendantes du SA (Dong, 2004). Structurellement, la protéine NPR1 est de 66 KDa (593 

acides aminés chez Arabidopsis) (Cao et al., 1997). NPR1 montre des similarités de séquence 

avec la protéine de mammifère I�B (qui joue un rôle dans la résistance aux maladies) et 

contient plusieurs lysines et sérines en N-terminal qui sont potentiellement impliquées dans 

des événements d’ubiquitination et de phosphorylation (Ryals et al., 1997). Chez les 

mammifères, la protéine I�B interagit avec le facteur de transcription NF�B, inhibant sa 

translocation dans le noyau (Baldwin, 1996) (Figure SB.23). Le gène NPR1 code une protéine 

contenant deux zones riches en acides aminés basiques typiques des signaux de localisation 

nucléaire (NLS) dans la partie C-terminale, un domaine ARD (Ankyrin-Repeat Domain) 

localisé dans la région centrale de la protéine, et un domaine BTB / POZ (Broad complex 

Tramtrac Bric-à-brac/POx virus and Zinc Finger) en N-terminal (Cao et al., 1997; Aravind et 

Koonin, 1999; Sedgwick et Smerdon, 1999; Becerra et al., 2004; Rochon et al., 2006) (Figure 

SB.24). 

Les mutants ont montré que les domaines ARD et BTB/POZ sont impliqués dans les 

interactions protéine-protéine (Bardwell et Treisman, 1994; Cao et al., 1997). Plusieurs 

mutants npr1 présentent des polymorphismes au niveau des acides aminés conservés du 

domaine ARD, ce qui suggère un rôle important de ce motif pour la fonction de NPR1 dans la 

résistance aux maladies. De plus, des expériences de mutagenèse dirigée au niveau des NLS 

ont montré que seule la zone en amont (NLS1) est responsable de la localisation nucléaire 

d’AtNPR1 (Kinkema et al., 2000). NPR1 ne contient pas de domaine de liaison à l’ADN 

connu, suggérant qu’il ne doit pas fonctionner comme un facteur de transcription séquence-

specifique. 
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3.5.1.2. Les mutants npr1 

Les mutants npr1-2 et npr1-3 ont été isolés dans un crible différent visant à identifier 

des gènes impliqués dans la résistance basale contre une souche virulente de P. syringae 

(Glazebrook et al., 1996). Le mutant npr1-2 s’est également révélé être défectueux dans la 

mise en place de la SAR contre H. parasitica après un prétraitement par l’INA (Cao et al., 

1997). 

Le mutant npr1-5, plus connu sous le nom de SA insensitive1 (sai1), a été identifié dans 

un crible génétique différent visant à identifier des gènes impliqués dans la régulation de 

l'expression des gènes PR-1, PR-2 et PR-5, induit par SA ou ses analogues (Shah et al., 1997). 

Les mutants nim1 (non-inducible immunity1) sont allèliques à npr1 et ont été identifiés lors de 

cribles pour une résistance induite par l’INA amoindrie vis-à-vis de H. parasitica (Delaney et 

al., 1995). Le phénotype du mutant npr1 ne peut pas être restauré par un traitement avec SA, 

indiquant que NPR1 fonctionne en aval de ce métabolite dans la voie de signalisation de la 

SAR (Ryals et al., 1997). 

Les mutants npr1 d’Arabidopsis thaliana, contrairement aux plantes sauvages, sont 

aussi plus sensibles aux souches virulentes de P. syringae (Cao et al., 1994), H. parasitica 

(McDowell et al., 2000; Liu et al., 2005) (Delaney et al., 1995) et E. cichoracearum (Xiao et 

al., 2005). 

Les mutants npr1 sont également impliqués dans la résistance systémique induite 

(Pieterse et al., 1998) et dans celle générée par l’acide �-aminobutyrique (BABA) (Jakab et 

al., 2001; Cohen, 2002). NPR1 ne semble pas être requis pour la résistance en aval de tous les 

gènes R testés (Rairdan et Delaney, 2002). Ces résultats indiquent que NPR1 est impliqué 

comme un régulateur positif de la SAR, de l’ISR, de la résistance induite par BABA, des 

défenses basales, du priming et de la résistance race spécifique conférée par certains gènes R. 

Mis à part son rôle dans la SAR, NPR1 semble être impliqué dans d’autres phénomènes de 

résistance. 

Les mutants npr1 n'expriment pas les gènes PR-1, PR-2 et PR-5 en réponse à un 

traitement avec SA, INA ou BTH (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995). Cependant, un 

niveau bas d’expression des gènes PR est observé après stimulation par des agents pathogènes 

ou dans certains mutants en combinaison avec npr1 (Glazebrook et al., 1996; Dong, 2001; Liu 

et al., 2005), indiquant la présence de voies de résistance SA-dépendantes et NPR1-

indépendantes. 
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3.5.1.3. Surexpression de NPR1 chez Arabidopsis et des plantes d’intérêt 

agronomique – Impact sur la résistance aux agents pathogènes 

Le séquençage du génome d’Arabidopsis a conduit à l’identification de cinq paralogues 

du gène NPR1 (Kaul et al., 2000; Liu et al., 2005). Ils ont été appelés NPR2 (At4g26120 ; est 

le membre le plus proche avec 61,3 % d'identité), NPR3 (At5g45110 ; 34,5 % d’identité), 

NPR4 (At4g19660 ; 36 % d’identité), blade-on-petiole 1 (BOP1) (At3g57130 ; 21,4 % 

d’identité) et blade-on-petiole 2 (BOP2) (At2g41370 ; 19,9 % d’identité) (Hepworth et al., 

2005; Liu et al., 2005). Ces cinq gènes NPR1-like possèdent tous les domaines BTB/POZ et 

ARD. NPR1, NPR3 et NPR4 jouent un rôle lors des réponses de défense (Cao et al., 1997; Liu 

et al., 2005; Zhang et al., 2006). BOP1 et BOP2 sont impliqués dans la morphogenèse des 

plantes ou dans la modulation de l’activité méristématique (Ha et al., 2004; Hepworth et al., 

2005). Parmi tous les gènes NPR1-like, NPR1 a été très bien caractérisé et des études récentes 

ont été rapportées sur NPR4 (Liu et al., 2005). Tout comme NPR1, NPR4 est localisé dans le 

noyau et interagit avec les mêmes facteurs de transcription TGA. Les niveaux de transcrits de 

NPR4 augmentent rapidement après un traitement avec SA mais diminuent rapidement après 

un traitement avec du méthyljasmonate (MeJA) (Liu et al., 2005). La résistance aux maladies 

et l'expression des gènes PR ne sont pas autant affectées dans le mutant npr4 que dans le 

mutant npr1, suggérant que le rôle de NPR4 n’est pas aussi prépondérant que celui de NPR1. 

Le gène NPR1 a également été identifié et caractérisé chez la tomate (Ekengren et al., 

2003), le colza (Potlakayala et al., 2007), la papaye (Zhu et al., 2003), la pomme (Malnoy et 

al., 2007), la banane (Endah et al., 2008), la moutarde (Meur et al., 2006), le coton (Zhang et 

al., 2008), la pomme de terre (Pajerowska et al., 2005), le tabac (Liu et al., 2002; Weigel et 

al., 2005) et le riz (Chern et al., 2005; Yuan et al., 2007). Dans le riz, cinq gènes homologues 

de NPR1 (OsNPR1 homolog 1 - NH1 - DQ450948 ; OsNPR2 - NH2 - DQ450950 ; OsNPR3 - 

DQ450952 ; OsNPR4 - DQ450954 et OsNPR5 - DQ450956) ont été identifiés par 

comparaison de séquences (Yuan et al., 2007). De ces cinq gènes NPR1 de riz, seul OsNPR1 

a été bien étudié (Chern et al., 2001; Chern et al., 2005; Yuan et al., 2007). 

Tout comme NPR1 d’Arabidopsis, OsNPR1 du riz possède des résidus cystéines 

conservés aux positions C82 et C216 qui sont essentiels pour la monomérisation redox-

dépendante. De plus, l’expression de OsNPR1 est induite non seulement après le traitement du 

riz par les agents pathogènes Xanthomonas oryzae pv. oryzae et Magnaporthe grisea, mais 

aussi après traitement par le benzothiadiazole (BTH), le méthyl-jasmonate (MeJA) et 

l’éthylène (ET) (Yuan et al., 2007). 
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Les plants de riz transgéniques exprimant un gène NPR1 d’Arabidopsis montrent des 

lésions mimant la mort cellulaire (Fitzgerald et al., 2004). L’ensemble de ces résultats suggère 

que NPR1 doit être bien conservé à travers le règne végétal (Liu et al., 2002; Ekengren et al., 

2003; Chern et al., 2005). 

La surexpression de NPR1 dans Arabidopsis a conduit à l’augmentation de la résistance 

contre P. syringae et H. parasitica (Cao et al., 1998; Friedrich et al., 2001) et E. 

cichoracearum (Friedrich et al., 2001). La plupart des lignées transgéniques n'ont pas 

présenté d'expression constitutive des gènes PR (Cao et al., 1998). Au contraire, 

l’augmentation de la résistance dans ces lignées est corrélée à une expression plus forte des 

gènes PR mais uniquement après infection (Cao et al., 1998). En outre, une corrélation directe 

existe dans les lignées de surexpresseurs entre les niveaux de protéine NPR1 et la résistance 

aux maladies. Friedrich et al. (2001) ont démontré que l’augmentation de la résistance, après 

induction au BTH, était corrélée avec la rapidité plutôt que les hauts niveaux d'expression des 

gènes PR. A de faibles concentrations de BTH, les plantes transgéniques surexprimant NPR1 

sont capables d’augmenter une réponse de défense contre H. parasitica contrairement aux 

plantes sauvages (Friedrich et al., 2001). L'expression de NPR1 dans un hôte hétérologue 

comme la tomate a abouti à une résistance durable contre les souches virulentes de P. 

syringae et F. oxysporum, à une résistance modérée à Xanthomonas campestris, Ralstonia 

solanacearum et Stemphylium solani, mais à aucune augmentation de résistance vis-à-vis de 

Phytophthora infestans, du virus de la mosaïque du concombre (CMV) et du virus des feuilles 

jaunes en cuillère de la tomate (TYLCV) (Lin et al., 2004). Les niveaux de résistance à P. 

syringae et F. oxysporum sont comparables, mais pas aussi élevés, que ceux conférés par les 

gènes R. Dans la plupart des cas, l’augmentation de la résistance aux maladies est corrélée 

avec les niveaux accrus de NPR1. Cependant dans quelques cas, les niveaux de NPR1 ne sont 

pas corrélés avec l’augmentation de la résistance aux maladies conduisant les auteurs à 

proposer que la résistance doit avoir besoin d’un niveau seuil d'expression de NPR1 dans les 

plants de tomates transgéniques (Lin et al., 2004). 

De plus, il n'y avait aucune corrélation entre les niveaux d'expression de gènes PR et les 

niveaux de NPR1 ou la résistance aux maladies chez la tomate (Lin et al., 2004). 

La surexpression d’AtNPR1 (Chern et al., 2001) et de NPR1 HOMOLOG 1 (NH1) isolé 

chez le riz (Chern et al., 2005) conduit à l’augmentation dans le riz de la résistance contre 

l’agent pathogène Xanthomonas oryzae pv. oryzae, suggérant que la fonction de NPR1 est 

conservée entre les mono- et dicotylédones. 



 

 

Infection des agents pathogènes

Accumulation de SA

Changement redox

Cytoplasme

Noyau

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.25 : Mode d’action simplifié de l’activation des gènes de défense par NPR1 (Pieterse et Van 

Loon, 2004) 

En condition non induite, les protéines NPR1 sont dans le cytoplasme sous forme d’oligomères maintenus par 

des ponts disulfure. 

Après infection par un pathogène, l’acide salicylique s’accumule conduisant à un changement redox. Ceci 

provoque la rupture des ponts disulfure. La protéine NPR1 devient monomérique et peut se transloquer dans le 

noyau. Les protéines monomères NPR1 se lient aux facteurs de transcription TGA présents dans le noyau, il en 

résulte un complex NPR1-TGA. Ce complexe reconnaît et se lie aux séquences TGACG trouvées dans les 

régions promotrices des gènes PR-1, conduisant à l’activation des gènes PR et par conséquent aux réponses de 

défense (droite). Cependant, en l’absence de protéines NPR1 monomériques dans le noyau, les facteurs de 

transcription sont incapables d’induire les gènes PR et les mécanismes de résistance (gauche). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.26 : Localisation nucléaire de NPR1 fusionné avec de la GFP en réponse à une induction par 

INA  (Kinkema et al., 2000) 
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Chez le riz, il a été observé que la résistance à X. oryzae conférée par NPR1 n'était pas 

aussi efficace que la résistance conférée par les gènes R. Cependant, une réduction importante 

de la multiplication de l’agent pathogène a été observée dans la nervure centrale des feuilles, 

ce qui a limité la propagation bactérienne et a augmenté la survie des plantes de riz. Dans la 

tomate, un niveau seuil d’expression est requis pour la résistance contre X. oryzae. La 

surexpression de NH1 dans le riz a également conduit au développement spontané de lésions 

nécrotiques et à l’accumulation de peroxyde d’hydrogène (Fitzgerald et al., 2004). Aucun de 

ces phénomènes n’a été rapporté dans les dicotylédones surexprimant NPR1 (Fitzgerald et al., 

2004). Contrairement aux plantes sauvages qui contiennent des hauts niveaux de SA en 

conditions non induites, les plantes transgéniques surexprimant NH1 présentent des bas 

niveaux de SA, suggérant que NPR1 doit être impliqué dans la régulation du métabolisme de 

SA (Cao et al., 1998; Friedrich et al., 2001; Lin et al., 2004; Chern et al., 2005). 

 

3.5.1.4. Mode d’action de NPR1 

Quelques années après l’isolement du premier gène NPR1 dans Arabidopsis, le mode 

d’action de ce gène dans les réponses de défense restait inconnu du fait de l’incapacité de la 

protéine NPR1 à se lier directement à l’ADN (Dong, 2004). Zhou et al. (2004) ont alors 

spéculé que le gène NPR1 pouvait agir comme un facteur de transcription grâce à ses 

domaines d’interaction protéine-protéine. En raison de la découverte des facteurs de 

transcription avec une séquence TGA (Zhou et al., 2000), une voie de signalisation relayée 

par NPR1 a été proposée (Figure SB.25). Dans les cellules saines, NPR1 est exprimé 

constitutivement à de très faibles concentrations (Dong, 2004). La plupart des protéines NPR1 

sont inactives et sont regroupées en oligomères dans le cytoplasme (Figure SB.26) (Kinkema 

et al., 2000; Mou et al., 2003). Après activation par un agent pathogène et l’accumulation de 

molécules signal (SA, JA et ET) ainsi que des espèces activées de l’oxygène (ROS), le statut 

rédox du cytoplasme évolue en une forme plus réduite (Noctor et al., 2002). Dans le 

cytoplasme, des ponts disulfures maintiennent les polymères NPR1 ensemble, et un 

environnement oxydant est essentiel pour maintenir les ponts disulfures intacts. Lorsque 

l’environnement du cytoplasme se réduit, les ponts disulfures se dissocient conduisant à la 

formation de monomères de NPR1 (Mou et al., 2003). Un changement dans le cytoplasme de 

l’association glutathion réduit / oxydé (GSH/GSSG) contribue également à la dissociation des 

polymères dans le cytoplame (Mou et al., 2003). Le mécanisme exact reste peu clair, 

notamment comment GSH provoque la réduction. 

 



  Synthèse bibliographique 

  65 

 

Cependant, les études menées par Mou et al., (2003) démontrent que lors de l’induction 

des réponses de défenses par SA ou un agent pathogène, il y a une diminution de la 

concentration de GSH qui entraine un changement du ratio GSH/GSSG. Ceci est suffisant 

pour réduire les protéines NPR1. 

NPR1 monomérique est ensuite transloqué dans le noyau. Cette translocation est 

facilitée par la présence de signaux de localisation nucléaire (NLS) (Kinkema et al., 2000; 

Mou et al., 2003). Dans le noyau, NPR1 monomérique reconnaît et se lie aux facteurs de 

transcription TGA pour l’induction de divers gènes PR (Zhou et al., 2000). 

De plus, dix résidus cystéines conservés ont été identifiés dans la séquence NPR1 (Mou 

et al., 2003). Les résidus présents aux positions C82 et C216 de la séquence jouent un rôle 

central dans l’oligomérisation de NPR1. Des mutations de ces résidus dans NPR1 conduit à la 

monomérisation constitutive de la protéine suivie par sa translocation dans le noyau et par 

l’activation constitutive de l’expression du gène PR-1. 

 

3.5.1.5. NPR1 est impliqué dans des voies de signalisation indépendantes du SA 

Il est actuellement couramment accepté que la protéine NPR1 joue un rôle central dans 

beaucoup de réponses de défense systémiques conférant un niveau de résistance accru face à 

une large gamme d’agents pathogènes et d’herbivores (Cao et al., 1994; Johansson et al., 

2006; Rayapuram et Baldwin, 2007; Yuan et al., 2007). Il est également évident que le SA est 

une molécule signal clef requise pour l’activation du gène NPR1 (Rochon et al., 2006; Loake 

et Grant, 2007). Cependant, certaines études ont dévoilé l’existence d’une voie JA/ET-NPR1 

dépendante (Pieterse et al., 1998; van Wees et al., 2000; Berrocal-Lobo et Molina, 2004) où 

ET agit en aval de JA. JA et ET induisent également certains sous-ensembles de gènes PR, 

tels que PR-3, PR-4, PR-12 (PDF1.2) (Penninckx et al., 1998), qui codent pour des protéines 

à activités antifongiques (van Loon et al., 2006). 

Chez Arabidopsis, la résistance à Fusarium oxysporum et à Verticillium longisporum est 

dépendante de JA, ET, SA et de NPR1 (Berrocal-Lobo et Molina, 2004; Johansson et al., 

2006). 
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3.5.1.6. Etat des connaissances de NPR1 chez la vigne 

Parallèlement à mon travail, une thèse portant sur la caractérisation fonctionelle de 

gènes de signalisation intervenant dans les réponses de défense aux agents pathogènes chez la 

vigne a été réalisée par Gaëlle Le Henanff (Le Hénanff, 2009). L’analyse des banques d’EST 

et des données issues du séquençage du génome de la vigne indique que deux gènes chez la 

vigne (VvNPR1.1 et VvNPR1.2) montrent de fortes similarités de séquence avec AtNPR1. 

Ces travaux de thèse ont montré que l’expression constitutive de VvNPR1.1 et de 

VvNPR1.2 est augmentée dans des feuilles de V. vinifera cv. Chardonnay après traitement par 

du BTH. Les protéines VvNPR1 fusionnées à la GFP sont principalement localisées dans le 

noyau. De plus, la surexpression de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 en système hétérologue (feuilles 

de Nicotiana benthamiana) stimule l’expression de deux gènes SA-dépendants, PR1 et PR2. 

L’expression transitoire d’AtNPR1 et de VvNPR1.1 dans des feuilles de vignes montre une 

induction sensiblement augmentée de VvPR-1 en réponse à P. viticola. D’autre part, la 

transformation stable de mutants npr1.2 d’Arabidopsis par VvNPR1.1 améliore la résistance à 

Pseudomonas syringae pv maculicola et restaure l’expression d’AtPR-1 contrôlée par le SA. 

Contrairement à VvNPR1.1, VvNPR1.2 semble incapable de stimuler la résistance à Psm ou 

l’expression d’AtPR-1 après un traitement au SA. Ces résultats suggèrent que VvNPR1.1 soit 

probablement l’orthologue d’AtNPR1 et que VvNPR1.2 pourrait avoir une ou des fonctions 

différentes de VvNPR1.1 et AtNPR1. 

 

3.5.2. Les facteurs de transcription TGA 

Les facteurs TGA ont tout d’abord été identifiés grâce à leur capacité à se lier à 

l’élément activating sequence 1 (as-1) du promoteur 35S du Virus de la Mosaïque du Chou-

fleur (CaMV) (Katagiri et al., 1989). Les facteurs TGA sont composés de deux motifs 

TGACG espacés de huit nucléotides. C’est de ces motifs que le nom des facteurs TGA dérive. 

Des études ont également montré que les facteurs TGA sont capables de se lier à un élément 

analogue trouvé dans le promoteur de l'octopine synthase (ocs) du plasmide Tumour-inducing 

(Ti) d’Agrobacterium tumefaciens (Fromm et al., 1989). Par conséquent, certains facteurs 

TGA ont d’abord été nommés Octopine Binding Factors (OBF) (Zhang et al., 1993) mais 

seront cependant nommés comme des facteurs TGA dans cette thèse. 
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Figure SB.27 : Schéma de la structure du facteur de transcription TGA1a (d’après Pascuzzi et al., 1998 et 

Katagiri, 1992) 

Domaine N-term : acides aminés 1-86 

Région bZIP : acides aminés 87-142 

Domaine C-Term : 143-373 
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3.5.2.1. L’élément as-1 

L’élément as-1 a été décrit comme étant un élément important dans la régulation du 

gène codant une glutathion S-transferase 6 (GST-6) que PR-1 (Lebel et al., 1998; Strompen et 

al., 1998). Il est également sur-représenté dans les promoteurs des gènes différentiellement 

exprimés après un stress abiotique ou une infection par un agent pathogène (Mahalingam et 

al., 2003). 

L’élément as-1 semble être impliqué dans la réponse à un certain nombre de 

phytohormones tels que SA (Qin et al., 1994), MeJa et l’auxine (Liu et Lam, 1994; Xiang et 

al., 1996) ou au stress oxydatif (Garreton et al., 2002). La séquence as-1 a été isolée pour la 

première fois à partir d’une banque d’ADNc de tabac et a été appelée TGA1a (Katagiri et al., 

1989). 

L’analyse de séquences du facteur de transcription TGA1a bZIP révèle qu’il est 

composé d’une région basique de liaison à l’ADN, d’une région leucine zipper importante 

pour la formation de dimères, d’un domaine N-terminal acide pour l’activation, d’un domaine 

riche en glutamine pour l’activation transcriptionnelle potentielle et enfin d’une région de 

stabilisation des dimères dans sa partie C-terminale (Figure SB.27) (Katagiri et al., 1992; 

Neuhaus et al., 1994; Pascuzzi et al., 1998). 

 

3.5.2.2. La structure des facteurs TGA 

Les séquences des premiers facteurs TGA isolés dans le tabac ont permis d’identifier un 

domaine bZIP (Basic Leucine Zipper) (Katagiri et al., 1989; Jakoby et al., 2002). Le motif 

bZIP est composé d’environ 16 acides aminés basiques, d’un espace de neuf acides aminés 

suivi par une répétition de sept leucines ou de n’importe quel acide aminé hydrophobe 

(Jakoby et al., 2002). Ces structures sont localisées sur l’hélice � contiguë et permettent 

l'interaction entre les protéines via les côtés hydrophobes des hélices. 

Les facteurs de transcription contenant un motif bZIP ont été identifiés chez les plantes 

et les mammifères (Riechmann et al., 2000). Chez les plantes, ils participent à la défense 

contre les agents pathogènes (Kim et Delaney, 2002) et au développement floral (Wigge et 

al., 2005). Chez Arabidopsis thaliana, plus de 80 membres ont été identifiés. Ces gènes ont 

été classés en dix groupes basés sur les similarités de séquences des régions basiques et la 

présence de motifs conservés complémentaires. Parmi les facteurs de transcription à motif 

bZIP, les facteurs TGA constituent un groupe (Jakoby et al., 2002). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure SB.28 : Dendrogramme des facteurs TGA d’Arabidopsis (d’après Xiang et al., 1997) 

Sept membres de la famille des TGA sont répartis en trois sous-classes fondées sur les similarités de séquence en 

acides aminés 
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3.5.2.3. La famille des facteurs de transcription TGA 

La famille des facteurs de transcription TGA d’Arabidopsis est composée d’une petite 

famille multigénique comprenant dix membres (Ryals et al., 1997; Dong, 2001). Sept de ces 

membres ont été groupés, selon leur similarité de séquence en acides aminés, en trois sous-

classes (Figure SB.28) (Xiang et al., 1997) : classe I (TGA1 et TGA4), classe II (TGA2, 

TGA5 et TGA6), et la classe III (TGA3) (Jakoby et al., 2002). Les différentes sous-classes 

possèdent peu ou pas de similarité au niveau de l’extrémité N-terminale (avant le bZIP) entre 

elles, alors qu’un haut degré de similarité est trouvé à l’extrémité C-terminale. De plus, les 

membres appartenant à la même sous-classe possèdent des spécificités similaires de liaison à 

l’ADN, d’expression, de propriétés transactivationnelles et d’interactions protéine-protéine 

(Zhang et al., 1999; Despres et al., 2000; Niggeweg et al., 2000; Niggeweg et al., 2000; Zhou 

et al., 2000; Schiermeyer et al., 2003). 

 

3.5.2.4. Analyse fonctionnelle des facteurs TGA 

La détermination de la fonction des facteurs TGA pendant la SAR est une tâche 

complexe. Peu d’études ont publié des données significatives sur la surexpression d’un 

membre de la famille TGA. Kim et Delaney (2002) ont constaté qu'en surexprimant TGA5, 

les plantes d’Arabidopsis montraient une augmentation de la résistance à une souche virulente 

de l'oomycète Peronospora parasitica alors que dans un même temps, les niveaux 

d’expression des gènes PR décroissent. Cette même étude a montré que la surexpression d’un 

autre membre de la famille des TGA (TGA2), n’a aucun effet sur la résistance aux maladies 

ou sur l’expression des gènes PR. 

Il est difficile d’obtenir des plantes contenant des mutations dans un seul facteur TGA et 

il apparaît que pour étudier la fonction des TGA en utilisant cette approche, on ne peut pas 

cibler un seul membre de cette famille, mais inclure tous les gènes qui sont regroupés dans 

une même sous-classe (voir paragraphe 3.6.1.1.3). L’exemple le plus probant est l’étude 

réalisée sur le triple mutant tga2,tga5,tga6 (Zhang et al., 2003). Cette étude fournit la preuve 

évidente du rôle des facteurs TGA dans la SAR. Le triple mutant possède des ressemblances 

avec le mutant npr1. Lors d’une application exogène de SA ou d’INA, l’expression des gènes 

PR n’augmente pas dans ce triple mutant. De plus, ce mutant est incapable de mettre en place 

la SAR contre Hyaloperonospora parasitica et la bactérie pathogène Pseudomonas syringae. 

Ces phénotypes n'ont pas été observés dans les simples mutants tga6 ou tga2, tga5. 
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La surexpression de TGA2 ou TGA 5 seul est capable de restaurer le phénotype du 

triple mutant. Ceci fournit la preuve que la fonction des membres de la sous-classe II est 

redondante et également impliquée. 

Des plantes mutantes dominantes-négatives des facteurs TGA ont été fréquemment 

utilisées pour l'étude de leur fonction in planta. En utilisant la surexpression de variants nuls 

de la protéine choisie, ce type de mutants devrait complémenter la fonction de la protéine du 

type sauvage. A priori, on s’attend à ce que la plante transgénique présente le même 

phénotype que celui de la plante sauvage pour la protéine choisie. L’expression des formes 

dominantes-négatives du gène AtTGA2 aboutit à des plantes dont la résistance basale contre 

P. syringae pv. maculicola est défectueuse (Fan et Dong, 2002). Cependant, la surexpression 

de ce même mutant dans le tabac montre une augmentation de la SAR contre P. syringae pv. 

tabaci ou après application de SA (Pontier et al., 2001). La contradiction des résultats suggère 

que les facteurs TGA doivent fonctionner à la fois comme des régulateurs négatifs et positifs 

de l’expression des gènes dépendant de l’acide salicylique (Shah, 2003). 

En effet, une étude du promoteur du gène PR-1 a montré qu’il possède deux éléments 

cis, linker scan7 (LS7) et LS5 (Lebel et al., 1998). Ces éléments agissent respectivement 

comme des régulateurs positifs et négatifs de l’expression de PR-1 en réponse aux traitements 

par INA ou SA. TGA 2 est capable de se lier avec ces deux éléments et de façon intéressante 

NPR1 augmente cette liaison in vitro (Despres et al., 2000). Ceci montre la difficulté de 

définir la fonction des facteurs TGA par rapport au mécanisme d’expression du gène PR-1. 

 

3.5.3.  Interactions de NPR1 avec des facteurs de transcription 

3.5.3.1. Facteurs de transcription TGA et NPR1 

La famille des facteurs de transcription TGA / OBF basic leucine zipper (bZIP) interagit 

avec NPR1 pour réguler les réponses de défense (Zhou et al., 2000). Cette interaction 

physique a été identifiée à plusieurs reprises en système double hybride dans la levure (Zhang 

et al., 1999; Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000). Les facteurs TGA sont capables de 

reconnaître et de se lier à l’élément as-1 (activation sequence-1) localisé dans la région 

promotrice de divers gènes sensibles aux stress (Zhang et al., 1999; Johnson et al., 2003). La 

capacité des facteurs TGA à reconnaître et à se lier aux éléments cis-acting qui sont localisés 

au niveau du promoteur des gènes de défense, dépend uniquement de leur liaison à la forme 

monomérique de NPR1 dans le noyau (Figure SB.25) (Despres et al., 2000; Rochon et al., 

2006). 
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La capacité d’interagir avec NPR1 a été démontrée pour les membres des trois 

premières classes des facteurs TGA (Xiang et al., 1997; Despres et al., 2003; Kesarwani et 

al., 2007). NPR1 interagit avec les facteurs TGA2, TGA3, TGA5, TGA6 et TGA7 

d’Arabidopsis dans la levure alors que TGA1, TGA4 et PERIANTHIA n’interagissent pas ou 

que très faiblement (Zhang et al., 1999; Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000; Hepworth et 

al., 2005). Le gène PERIANTHIA, chez A. thaliana, code un facteur TGA qui a été identifié 

dans un mutant montrant une penta symétrie dans les fleurs au lieu d’une tétrasymétrie dans le 

type sauvage (Chuang et al., 1999). TGA1 et TGA4 interagissent avec NPR1 uniquement 

après stimulation par le SA alors que les autres TGAs cités précédemment peuvent interagir 

avec NPR1 en conditions non induites. De plus, dans Oriza sativa, le TGA2.1 natif a un rôle 

négatif dans la réponse basale de défense face aux bactéries pathogènes puisque le mutant 

rTGA2.1 présente une meilleure tolérance aux agents pathogènes (Fitzgerald et al., 2005). 

L’activité des protéines TGA est également affectée par des changements de l’état redox de la 

cellule. 

Des études d’électromobilité (EMSA ; Gel retard ou Electro mobility shift assays) ont 

montré que les protéines TGA2 et TGA1, traitées avec du dithiothreitol (DTT, agent 

réducteur), se lient fortement à la séquence d’activation 1 (as-1) et que cette liaison est 

augmentée par des protéines NPR1 réduites (Despres et al., 2003; Pieterse et Van Loon, 

2004). Récemment, il a été montré que le domain BTB/POZ d’AtNPR1 se lie avec le domaine 

de répression de TGA2 pour réprimer sa fonction (Boyle et al., 2009). Despres et al. (2003) 

ont montré que la réduction des résidus cystéines dans TGA1 et TGA4 est requise pour 

l’interaction avec NPR1. De plus, l’interaction de TGA2 avec NPR1 requiert le centre du 

domaine BTB/POZ de NPR1 (résidus 80 à 91), ainsi que l’oxydation des résidus cystéines 

cys-521 et cys-529 (Rochon et al., 2006). Il a également été montré que TGA2 et TGA3 se 

lient au promoteur du gène PR-1 uniquement en présence de SA et pour un gène NPR1 

fonctionnel (Johnson et al., 2003). Tous ces résultats indiquent que NPR1 et SA sont 

importants tant pour la liaison à l'ADN que pour la transactivation des facteurs TGA. 

 

3.5.3.2. Les facteurs de transcription WRKY et NPR1 

Bien que l’interaction entre NPR1 et les facteurs de transcription TGA soit bien établie, 

les domaines de liaison aux TGA sont sous représentés dans les promoteurs des gènes de 

défense (Chen et al., 2002). Les facteurs TGA ne sont donc pas les seuls facteurs de 

transcription agissant en aval de NPR1 pour l’activation des gènes PR. 
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Il y a approximativement 74 à 100 gènes chez Arabidopsis codant des protéines 

possèdant un ou deux domaines WRKY conservés de 60 acides aminés (Eulgem et al., 2000) 

et leur grand nombre suggère une certaine redondance fonctionnelle (Zhang et Wang, 2005; 

Eulgem et Somssich, 2007). Plusieurs types de facteurs de transcription sont exprimés tels que 

les facteurs WRKY lorsque les plantes sont exposées à des stress biotiques ou abiotiques ou 

au cours des différentes étapes de leur développement (Maleck et al., 2000; Chen et al., 

2002). Les protéines WRKY peuvent se fixer sur des éléments cis, appelés W-box contenant 

le motif central (T)(T)TGAC(C)/T) et présents notamment dans un très grand nombre de 

promoteurs de gènes impliqués dans les réponses de défense (Eulgem et al., 2000). Cette 

famille de régulateurs de transcription régule aussi bien en amont qu’en aval les activités de 

NPR1 (Yu et al., 2001; Wang et al., 2006). AtNPR1 contrôle directement l’expression de 

certains facteurs WRKY. WRKY70 serait impliqué dans les interactions entre les voies de 

signalisation (Wang et al., 2006). WRKY 70 et WRKY 58 sont connus pour agir comme des 

régulateurs pour prévenir l’accumulation excessive de SA (Wang et al., 2006). 

D’autres facteurs WRKY sont indépendants d’AtNPR1 et agissent dans d’autres voies 

de signalisation. On peut citer les facteurs WRKY22 et WRKY29 qui sont activés en réponse 

à la détection de la flagelline (Asai et al., 2002) ou bien WRKY33 qui contrôle la résistance 

aux agents pathogènes nécrotrophes en activant les gènes de la voie JA et en réprimant les 

gènes de la voie SA (Zheng et al., 2006). 

L’analyse informatique du promoteur du gène NPR1 d’Arabidopsis a révélé l’existence 

de trois W-box, ce qui suggère que l’expression de NPR1 est elle-même sous la dépendance 

de certains facteurs WRKY (Yu et al., 2001). Ces trois boîtes sont essentielles pour 

l’expression basale des gènes NPR1 et PR-1 (Yu et al., 2001). 

Diverses molécules signal comme SA, JA et ET peuvent induire l’expression d’une 

large variété de protéines PR. L’expression de quelques protéines PR est régulée par le gène 

NPR1 à travers son interaction avec les facteurs de transcription TGA ou WRKY (Zhou et al., 

2000) (Grant et Loake, 2000; Kesarwani et al., 2007). 

Chez Arabidopsis, la résistance à F. oxysporum (Berrocal-Lobo et Molina, 2004) et à V. 

longisporum est dépendante de JA, ET, SA et d’une protéine NPR1 cytosolique (Berrocal-

Lobo et Molina, 2004; Johansson et al., 2006). Les molécules pathogènes induisent 

l’expression de PR-1, PR-2 et PR-4. Chez le pommier, la surexpression de MpNPR1 induit 

l’expression de PR-2, PR-5 et PR-8 (Malnoy et al., 2007). Chez O. sativa, l’homologue de 

NPR1, NH1, régule fortement le gène PR-1 après traitement avec du BTH ou MeJA (Yuan et 

al., 2007). 
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4. Objectifs et présentation du travail de thèse 

Il a été clairement démontré que les plantes sont capables de développer une résistance 

locale ou systémique après une première infection par un agent pathogène ou bien après 

traitement avec des activateurs chimiques. Ainsi, des pressions de sélection fortes sur des 

gènes impliqués dans les mécanismes de résistance aux agents pathogènes sont à l’origine de 

la co-évolution entre les plantes et leurs bioagresseurs. Des avancées significatives ont été 

réalisées sur les connaissances des gènes et sur les voies de signalisation impliquées dans la 

régulation des réponses de défenses. 

Beaucoup de travaux sur la résistance ce sont concentrés sur la plante modèle 

Arabidopsis thaliana et quelques membres de la famille des Cucurbitaceae et des Solanaceae 

(Sticher et al., 1997). Des gènes tels que NPR1 ont été mis en valeur dans l’amélioration de la 

résistance par l’intermédiaire d’approches de génie génétique et de nombreux facteurs de 

transcriptions tels que les TGA ont été trouvés pour interagir avec NPR1 (Despres et al., 

2000; Zhou et al., 2000). 

La vigne est sensible à de nombreuses maladies qui font peser une menace constante sur 

les vignobles et qui font l'objet de très nombreux traitements phytosanitaires (Dubos, 1999). 

Au cours des dernières décennies, des stratégies de lutte alternative apparaissent, visant non 

pas à s’attaquer à l’agent pathogène lui-même mais à aider la plante à se défendre contre 

l’agresseur (Benhamou et Nicole, 1999). Peu de travaux ont été réalisés sur les gènes de 

défense chez la vigne mais une connaissance détaillée des mécanismes de résistances et de la 

fonction des gènes impliqués dans ces mécanismes permettra une amélioration de la 

résistance de la vigne face aux maladies. Au début de mes travaux de thèse, seul un gène 

VvNPR1 avait été identifié et nous avons émis l’hypothèse que d’autres gènes homologues 

existaient dans la vigne. Les objectifs de ce travail de thèse ont donc été d’identifier et de 

caractériser le gène NPR1 chez la vigne puis de tester son interaction avec les facteurs de 

transcription TGA identifiés. Quatre étapes ont été posées pour réaliser ce projet : 

1- Choisir différentes accessions dans la famille des Vitaceae montrant une résistance 

différente à un stress biotique. 

Les vignes sont soumises à des stress biotiques auxquels répond une grande variété de 

comportement caractérisée par les mécanismes de résistance. Afin de savoir si ces derniers 

sont générés par NPR1 (dans la famille des Vitaceae) les accessions choisies doivent présenter 

différents profils de résistance au cours d’interactions avec un agent pathogène virulent. 
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Or, nous savons que la vigne connait des degrés divers de sensibilité au mildiou en 

fonction des variétés (Galet, 1977). Ainsi, cet agent pathogène a été privilégié dans le cadre 

de cette étude préliminaire puisque l’équipe Génétique et Amélioration de la Vigne de l’INRA 

de Colmar bénéficie d’un système performant de notation semi-quantitative OIV 452 pour les 

tests biologiques au mildiou. 

2- Identifier grâce au séquençage complet du génome de la vigne les potentiels 

orthologues du gène NPR1 d’Arabidopsis puis étudier leur diversité génétique dans les 

accessions précédemment sélectionnées. 

3- Etudier les séquences promotrices des gènes NPR1 identifiés ainsi que la diversité 

génétique des introns dans cinq accessions de Vitis vinifera. 

4- Etudier l’interaction des protéines VvNPR identifiées avec les facteurs de 

transcription VvTGA identifiés chez la vigne par la technique du double hybride dans la 

levure. 

A plus long terme, les objectifs de cette thèse sont, d’une part, de mieux connaître les 

voies de signalisation aboutissant aux mécanismes de défense chez la vigne et d’autre part, 

d’envisager la surexpression de ces éléments de signalisation et en particulier le gène NPR1 

afin de stimuler les réponses de défense chez la vigne. En effet, les plantes surexprimant le 

gène NPR1 chez Arabidopsis thaliana sont plus résistantes à certains agents pathogènes et ne 

montrent pas de défaut de croissance (Cao et al., 1998). 
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1. Introduction 

Les vignes sont attaquées par un grand nombre d’insectes et de maladies dont les plus 

communes sont la pourriture grise (Botrytis cinerea), l’oïdium (Erysiphe necator) et le 

mildiou (Plasmopara viticola). Toutes ces maladies font peser une menace constante sur les 

vignobles et font l'objet de très nombreux traitements phytosanitaires (Dubos, 1999). Plus 

particulièrement, l’agent pathogène responsable de la maladie du mildiou est un oomycète de 

la famille des Peronosporaceae, Plasmopara viticola (Berk. Et Curt.) Berl. et de Toni. Il 

s’agit d’un parasite biotrophe obligatoire qui attaque tous les organes herbacés (rameaux, 

feuilles) ainsi que les organes de l’inflorescence ou de la jeune grappe, qui se dessèchent. P. 

viticola persiste pendant la saison hivernale sous forme d’oospores généralement conservées 

dans les feuilles mortes présentes sur le sol. Lorsque les conditions d’humidité et de 

température leur sont favorables, les oospores germent pour donner naissance à des sporanges 

qui contiennent les zoospores (forme asexuée). Les précipitations printanières vont 

permettrent aux zoospores de se disséminer. Les zoospores sont enkystées puis germent sur 

l’épiderme des feuilles de vigne et forment un tube germinatif qui pénètre dans les tissus 

végétaux par les stomates. Des structures spécialisées, des haustoria, se développent à partir 

du mycélium. Les haustoria se développent au sein des parenchymes et créent une interface 

d’échange par laquelle P. viticola prélève les nutriments nécessaires à son développement. 

Après cette phase de développement, il y a reproduction asexuée avec formation de 

sporangiophores (structures portant les sporanges) qui sortent de la plante principalement au 

niveau des stomates de la face inférieure des feuilles. Ces organes fructifères vont se 

différencier en nouvelles zoospores capables de réaliser des contaminations secondaires 

(Dubos, 1999). A l'automne, la phase de reproduction sexuée conduit à la formation des 

oospores pour la conservation hivernale. Plasmopara viticola engendrant un affaiblissement 

de la plante, une perte de rendement et de qualité des récoltes. 

Chez la vigne, il existe des différences entre les variétés en terme de sensibilité au 

mildiou (Galet, 1977). Le but de ce travail était dans un premier temps d’évaluer des 

différences de résistance à Plasmopara viticola et de mettre ces résultats en relation avec la 

diversité du gène NPR1 dans la famille des Vitaceae. Il est alors nécessaire de disposer de 

tests fiables de dépistage de la maladie pour évaluer les niveaux de résistance des génotypes 

préalablement choisis. 
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Figure I.1 : Diagramme représentant les différentes accessions utilisées dans la classification systématique des Vitaceae (d’après Galet, 1993) 
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2. Résultats 

2.1. Choix des accessions 

Pour nos travaux, les accessions utilisées doivent répondre à plusieurs critères : être 

représentatives de l’ensemble de la famille des Vitaceae et présenter des sensibilités 

différentes au mildiou. Il est donc nécessaire de comparer des variétés sensibles au mildiou 

avec des variétés peu sensibles, voir résistantes. Quinze accessions ont été choisies selon leur 

disponibilité dans la collection ampélographique de l’INRA de Colmar ainsi qu’avec l’aide de 

la classification des Vitaceae (Galet, 1993) (Figure I.1). 

 

2.2.  Tests d’inoculation mildiou 

Afin d’aborder la caractérisation génétique de ces accessions, une différence de 

sensibilité au mildiou doit être validée. Pour cela, nous avons utilisé un test biologique en 

conditions contrôlées qui permet d’évaluer de façon reproductible et quantitative la résistance 

à Plasmopara viticola. Les variétés de V. vinifera sont toutes plus ou moins sensibles au 

mildiou (Galet, 1977). Le Muscat, le Pinot noir et le Cabernet sauvignon sont généralement 

connus pour être sensibles au mildiou. Plusieurs sources de résistance au mildiou ont été 

décrites dans les espèces de Vitis d’origines américaine et asiatique (Staudt et Kassemeyer, 

1995), probablement due à une co-évolution entre les Vitis et P. viticola. V. cinerea, V. riparia 

et V. rotundifolia sont connus pour être hautement résistants, V. aestivalis, V. arizonica et V. 

rupestris du Lot présentent un degré de résistance élevé au mildiou, de même que V. riparia 

gloire de Montpellier et les muscadines qui résistent bien. 

A l’aide de ce test, les accessions choisies, représentatives de la famille des Vitaceae, 

ont été évaluées pour la résistance au mildiou. Une grande diversité de comportement a été 

observée montrant que les différentes accessions possèdent des mécanismes de résistance au 

mildiou allant jusqu’à la résistance totale (Figure I.2). 

Dans notre étude, deux groupes se distinguent, le premier est composé de 

Parthenocissus quinquefolia, Muscadinia rotundifolia, Vitis cinerea, Ampelopsis japonica, 

Vitis riparia gloire de Montpellier et Vitis rupestris du Lot (bien que ce dernier semble plus 

sensible qu’habituellement) et le second regroupe toutes les autres accessions. Le premier 

présente un haut niveau de résistance tandis que les accessions du second sont beaucoup 

moins résistantes. Nous retrouvons des niveaux de résistance équivalent pour les accessions 

déjà étudiées. 



 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

   r   

N
ot

at
io

n 
O

IV

0

1

2

3

4

5

6

Lo
g 

(N
b

 s
p

or
es

 / 
m

l)

10

11

12

13

14

15

16

P. q
uinq

uef
oli

a 

A. j
ap

on
ica

 

M
. r

ot
un

dif
oli

a 
Carl

os
 

V. l
ab

ru
sc

a 
Is

ab
elle
 

V. r
upe

stri
s d

u 
Lo

t 

V. a
es

tiva
lis

 

V. c
iner

ea 

V. v
in

ife
ra

 cv
. G

ou
ais

 bl
an

c 

V. v
in

ife
ra

 cv
. M

us
cat

 re
ine

 de
s v

ig
nes 

V. v
in

ife
ra

 cv
. C

ab
er

ne
t sa

uv
ig

non
 

V. v
in

ife
ra

 cv
. R

ies
lin

g 

V. v
in

ife
ra

 cv
. P

ino
t n

oir
 

V. v
in

ife
ra

 cv
. G

ew
ur

ztr
am

ine
r 

V. v
in

ife
ra

 cv
. P

N 40
02

4 

V. v
in

ife
ra

 cv
. M

us
ca

t 

V. r
ip

ar
ia

 glo
ire

 d
e M

on
tp

ell
ier

 

T
ai

lle
 d

es
 s

p
or

es
 (

µ
m

)
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.2 : Analyse de la résistance au mildiou des quinze accessions dans la famille des Vitaceae 

Les disques foliaires des quinze accessions sont infectés par une suspension de sporanges (3.104/ml) de 

Plasmopara viticola. L’évaluation quantitative de la résistance au mildiou est réalisée 7 jours après inoculation. 

L’échelle de notation semi quantitative OIV 452 a été utilisée. Vitis vinifera cv. Muscat et V. riparia Gloire de 

Montpellier constituent les témoins internes de l’expérience. 
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Il existe une corrélation entre la note OIV 452 et le nombre de spores / ml. En effet, pour 

le groupe des accessions les plus résistantes, le nombre de spores est significativement plus 

faible, alors que les spores sont plus nombreuses pour les accessions les moins résistantes. De 

plus, il semble que globalement les spores sont de taille plus importante dans les accessions 

résistantes que dans les accessions les plus sensibles. Cette observation n’est cependant pas 

vérifiée pour les contrôles internes de l’expérience, à savoir, V. vinifera cv. Muscat et V. 

riparia gloire de Montpellier. 

 

3. Conclusions 

Des accessions de différentes sensibilités au mildiou ont donc été identifiées, nous avons 

alors entrepris l’étude du déterminisme génétique des vignes à travers celle du gène NPR1. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE II : 

Identification et faible niveau de 

polymorphisme des gènes NPR1.1 et 

NPR1.2 dans la famille des Vitaceae 
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1. Introduction 

La résistance systémique acquise (SAR) est une réponse de résistance induite qui est 

établie après l’exposition de la plante à un agent pathogène nécrotrophe et qui conduit à 

l’accumulation de l’acide salicylique (SA) et à l’induction d’un sous-groupe de gènes PR 

(pathogenesis-related) (Ryals et al., 1996; Durrant et Dong, 2004). La SAR confère une 

résistance à large spectre et une résistance durable contre différents agents pathogènes de 

plante (Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997; Durrant et Dong, 2004). Elle peut être induite 

en pulvérisant l’acide salicylique ou ses analogues fonctionnels l’INA ou le BTH (Ryals et 

al., 1996). 

Des analyses génétiques ont identifié plusieurs régulateurs impliqués dans la voie de 

transduction de la SAR (Durrant et Dong, 2004). Un de ces régulateurs, le gène NPR1 (Non 

expressor of Pathogenesis-Related 1) a été bien étudié chez Arabidospsis thaliana. Il est 

connu pour être un régulateur positif de la SAR (Cao et al., 1994; Dong, 2004). Des plantes 

mutantes npr1 sont incapables de mettre en place la SAR contre des souches virulentes des 

agents pathogènes P. syringae ou P. parasitica (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995). Ces 

plantes sont également incapables de mettre en place la résistance systémique induite (ISR) 

contre P. syringae (Pieterse et al., 1998). Ces mutants sont également affectés dans la 

résistance basale contre des pathogènes biotrophes tels que P. syringae, P. parasitica et E. 

cichoracearum. Ainsi, en plus de la SAR, NPR1 est également requis pour l’ISR, la résistance 

basale et pour la signalisation de gènes R. 

Les plantes mutantes npr1 n’expriment pas les gènes PR induits par l’acide salicylique, 

en particulier les marqueurs de la SAR, PR-1, PR-2 et PR-5, après traitement avec le SA ou 

ses analogues (Cao et al., 1994; Glazebrook et al., 1996; Liu et al., 2005). Les plantes 

accumulent d’importantes quantités de SA après l’attaque d’un agent pathogène (Delaney et 

al., 1995) et sont sensibles au SA exogène (Cao et al., 1997). 

Le gène NPR1 est exprimé de manière constitutive et ses niveaux d’expression sont 

encore plus élevés après traitement avec du SA ou l’infection d’un agent pathogène (Cao et 

al., 1997; Ryals et al., 1997). Il code une protéine contenant un site de localisation nucléaire 

(NLS) et deux domaines d’interaction protéine-protéine, le domaine ARD (ankyrin repeat 

domain) et le domaine BTB/POZ (Broad Complex, Tramtrack and Bric-a-brac/Pox virus and 

Zinc finger) (Cao et al., 1997; Sedgwick et Smerdon, 1999). La plupart des mutations dans le 

domaine ARD suggèrent une fonction importante de ce motif. 
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NPR1 est présent à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau (Despres et al., 2000). En 

conditions non induites, la protéine NPR1 cytoplasmique est sous la forme d’oligomère liée 

par des ponts disulfure entre les résidus cystéines conservés (Mou et al., 2003). Après 

induction de la SAR, des changements redox dans la cellule conduisent à la réduction des 

cystéines principales entraînant la monomérisation de NPR1 et sa translocation dans le noyau 

(Mou et al., 2003). La localisation nucléaire de NPR1, arbitrée par le site NLS en C-terminal, 

est nécessaire pour l’activation des gènes PR (Kinkema et al., 2000; Mou et al., 2003). 

L’analyse de banques d’EST puis des données issues du séquençage du génome de la 

vigne nous a permis d’identifier deux gènes, VvNPR1.1 et VvNPR1.2 chez la vigne, montrant 

de fortes similarités de séquence avec le gène AtNPR1. L’étude bioinformatique montre une 

conservation de la structure intron / exon : 4 exons et 3 introns. VvNPR1.1 et VvNPR1.2 

codent des protéines de 584 et 587 acides aminés, respectivement, et présentent une grande 

conservation des motifs structuraux des protéines NPR1 connues : BTB/POZ et ARD, motifs 

connus pour être impliqués dans les intéractions protéine-protéine, plusieurs signaux de 

localisation nucléaire (NLS) ainsi que neuf des dix cystéines conservées décrites par Mou et 

al. (2003). La construction d’un arbre phylogénétique regroupant les protéines NPR1 de 

différentes espèces montre une première différence entre les deux protéines de vigne. En effet, 

alors que VvNPR1.1 est regroupé avec les protéines NPR1 d’Arabidopsis, du riz, du tabac et 

de la tomate, VvNPR1.2 forme un groupe distinct avec AtNPR3 et AtNPR4, décrits comme 

étant des régulateurs négatifs des réponses de défense (Zhang et al., 2006). Afin de déterminer 

la fonction de VvNPR1.1 et VvNPR1.2, plusieurs approches ont été mises en œuvre. Tout 

d’abord, parallèlement à mon travail de thèse, le profil d’expression de VvNPR1.1 et 

VvNPR1.2 a été évalué après traitement par du BTH au cours d’interactions compatibles et 

incompatibles et des expériences de surexpression transitoire de ces gènes ont également été 

menées par Gaëlle Le Henanff (Le Hénanff, 2009). D’autre part, une étude de la diversité 

génétique dans les accessions de vigne précédemment sélectionnées (cf chapitre I) a été 

entreprise afin d’examiner les pressions de sélection qui agissent sur les gènes NPR1.1 et 

NPR1.2 dans la famille des Vitaceae. Ces derniers travaux ont fait l’objet d’une publication 

parue dans la revue Biology Direct et présentée ci-après. 
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2. PUBLICATION : Low level of polymorphism in two puta tive NPR1 

homologs in the Vitaceae family 

 

Karine Bergeault, Christophe Bertsch, Didier Merdinoglu, Bernard Walter 

Biology Direct, 2010, 5 : 9 
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3. Conclusion 

L’analyse de la diversité de séquence des deux gènes NPR1.1 et NPR1.2 indique la 

possibilité d’une famille multigénique NPR chez les Vitaceae. NPR1.1 et NPR1.2 montrent de 

fortes similarités de séquence (52% et 37% d’identité avec AtNPR1, respectivement), la même 

structure introns/exons et possèdent les trois domaines fonctionnels identifiés chez AtNPR1. 

Le polymorphisme de ces deux gènes montre qu’ils sont sujets à une sélection purificatrice 

c’est-à-dire que la sélection agirait principalement par l’élimination des mutations 

désavantageuses. La majorité des mutations observées sont sélectivement neutres. 

Cependant, une zone hétérozygote est observée dans Ampelopsis japonica, Muscadinia 

rotundifolia, Parthenocissus quinquefolia, V. cinerea, V. aestivalis, V. rupestris, V. arizonica 

et V. vinifera Cabernet Sauvignon. Elle génère un codon stop prématuré (TGA) dans la partie 

centrale de la protéine NPR1.1. Ces résultats suggèrent qu’un des deux allèles produit une 

protéine tronquée de 427 acides aminés qui résulte de la traduction des exons 1 et 2 

uniquement. La protéine tronquée présente tous les domaines d’interaction protéine-protéine 

et toutes les cystéines sauf une et doit par conséquent être fonctionnelle. La cystéine 

manquante n’est pas essentielle pour la localisation nucléaire de la protéine (Mou et al., 

2003). Le domaine ARD d’AtNPR1 est nécessaire et suffisant pour l’interaction avec les 

membres de la famille des facteurs de transcription TGA bien que les interactions de haute 

affinité demandent également la partie N-terminale de la protéine (Zhang et al., 1999; Despres 

et al., 2000; Zhou et al., 2000). 

De plus, le fait que VvNPR1.1 soit regroupé avec la protéine AtNPR1 et VvNPR1.2 

avec AtNPR3 et AtNPR4 décrits comme étant des régulateurs négatifs des réponses de 

défense (Zhang et al., 2006), suggère que ces deux gènes soient peut être régulés 

différemment. 

Nous avons donc choisi d’étudier plus précisément les régions promotrices des gènes 

NPR identifiés chez la vigne ainsi que la diversité génétique de leurs introns dans cinq 

accessions de Vitis vinifera. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE III : 

Etude des régions promotrices et 

introniques de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 
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1. Introduction 

Le gène NPR1 chez Arabidopsis aapparait comme ayant un rôle central de régulateur 

dans la défense des plantes (Cao et al., 1994; Dong, 2004). 

Afin de mieux comprendre l’implication de ce gène dans la réponse au stress, nous 

avons initié, tout d’abord, l’étude de la région promotrice de chaque VvNPR par une approche 

in silico à partir des données issues du séquençage du génome de la vigne (Génoscope). Puis, 

nous avons étudié la diversité de séquences dans les introns de cinq Vitis vinifera. 

 

2. Résultats 

2.1. Recherche d’éléments régulateurs dans les promoteurs des gènes 

VvNPR1.1 et VvNPR1.2 par une approche in silico 

Les motifs conservés impliqués dans la régulation du promoteur ont été recherchés en 

confrontant les séquences (2000 pb en amont du codon start ATG) de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 

issues des données du Génoscope à la banque de données PLACE [Plant cis-acting regulatory 

DNA elements, (Higo et al., 1999)] qui répertorie les éléments agissant en cis détectés chez 

des plantes vasculaires (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/). 

La plupart des boîtes régulatrices, leur séquence et leur rôle potentiel sont regroupés en 

annexe 1. L’analyse de cette région promotrice révèle la présence de plusieurs boîtes TATA 

ainsi que des motifs correspondant à des initiateurs de la transcription. Les boîtes régulatrices 

suggèrent des régulations des VvNPR en réponse (1) à des stress environnementaux (lumière, 

déshydratation, étiolement et froid), (2) aux conditions physiologiques de la plante (régulation 

négative par les sucres, hormones), (3) aux stress biotiques ou aux éliciteurs (nombreuses 

boîtes W). La liaison de protéines WRKY sur les boîtes W confère au gène la capacité de 

répondre aux pathogènes. 

Une boîte « ASF1MOTIFCAMV » (TGACG) est présente uniquement dans le 

promoteur du gène VvNPR1.2. Les motifs TGACG sont trouvés dans les promoteurs des 

gènes qui sont différentiellement exprimés pendant l'infection par un agent pathogène 

(Mahalingam et al., 2003) et sont impliqués dans l’activation transcriptionnelle de plusieurs 

gènes suite à une induction par l’acide salicylique et / ou l’auxine. De plus, les facteurs TGA 

sont capables de reconnaître et de se lier à l’élément as-1. Cependant, Yu et al., (2001) ne 

relatent pas la présence de l’élément as-1 dans le promoteur du gène AtNPR1 mais la présence 

de nombreuses boîtes W, notamment de motif TTGAC. 
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Ces mêmes motifs, définissant la famille de facteurs de transcription WRKY (Maleck et 

al., 2000) sont présents en quantité importante dans les promoteurs des deux gènes et sont 

relativement proches de TGACG qui définit lui la famille TGA bZIP (Despres et al., 2000). 

Les promoteurs des gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2 présentent moins de 10% d’identité entre 

eux et avec AtNPR1. 

 

L’analyse informatique des séquences promotrices correspondant à VvNPR1.1 et 

VvNPR1.2 indique la présence de séquences régulatrices putatives présentant plusieurs 

éléments de réponse aux éliciteurs et aux messagers secondaires produits lors d’une infection. 

Ces caractéristiques suggèrent que ces séquences doivent être fonctionnelles mais il est 

cependant nécessaire de rester prudent. La fonctionnalité ne pourra être validée qu'après des 

analyses plus poussées des promoteurs. En effet, la présence de certains éléments de petite 

taille ne peut être due qu’au fruit du hasard. 

 

2.2.  Etude de la diversité génétique des régions introniques de VvNPR1.1 et 

VvNPR1.2 

Comme nous l’avons vu précédemment, les gènes NPR1.1 et NPR1.2 étudiés dans la 

famille des Vitaceae montrent de fortes similarités de séquence avec AtNPR1 et présentent 

notamment la même structure intron/exon, c’est pour cela que nous avons étudié les régions 

introniques de ces deux gènes. 

Tout d’abord, les deux premiers introns de chaque gène de vigne montre de 21 à 30% 

d’identité avec les introns d’AtNPR1 alors que le troisième intron n’en présente que 12 à 15%. 

Dans certains cas, un intron peut contenir un gène, on parle alors de gène « niché » mais ce 

n’est pas le cas pour les deux gènes étudiés VvNPR1.1 et VvNPR1.2. 

Une recherche d’éléments transposables dans la séquence des gènes VvNPR1.1 et 

VvNPR1.2 a été effectuée par une approche in silico. Le logiciel de recherche d’éléments 

transposables (RepBase: http://www.girinst.org/censor/index.php) nous a permis de mettre en 

évidence la présence de quelques éléments cis-régulateurs potentiels. Il s’agit d’éléments 

essentiellement non LTR (Long Terminal Repeats) et d’éléments à ADN. Il est à noter que 

tous les éléments transposables identifiés dans la séquence PN 40024 disponible sur le site du 

Génoscope sont présents dans les séquences des cinq Vitis vinifera étudiés. 
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Figure III.1 : Distribution des SNPs dans VvNPR1.1 (A) et VvNPR1.2 (B) pour les introns 1 à 3. Cinq Vitis vinifera ont été étudiés : Gouais blanc, Muscat reine des vignes, 

Cabernet Sauvignon, Riesling et Pinot noir. L’axe des ordonnées indique le nombre de SNP compté à chaque position dans les cinq accessions en comparaison à la lignée PN40024. 
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Nous avons étudié plus précisément les trois introns de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 pour 

cinq Vitis vinifera (Gouais blanc, Muscat reine des vignes, Cabernet Sauvignon, Riesling et 

Pinot noir). Les séquences ont été obtenues en utilisant des fragments amplifiés par PCR. 

L’identification des sites polymorphes a été basée sur le séquençage des deux allèles. Suite à 

ce séquençage, des SNP ont été mis en évidence au terme d’un processus d’alignement et de 

vérification visuelle des séquences obtenues. La figure III.1 montre la distribution des SNP 

pour les trois introns de VvNPR1.1 et VvNPR1.2. La diversité nucléotidique � est calculée à 

l’aide du programme DnaSP 5.10 (Rozas et Rozas, 1999) et est comprise entre 0.00067 et 

0.011. Les deux gènes sont donc soumis à de fortes pressions de sélection naturelle et plus 

particulièrement le gène VvNPR1.1. Les introns 1 et 3 de VvNPR1.2 montrent des 

polymorphismes d’insertion et de délétion pour certains Vitis vinifera. Cependant, ils 

n’engendrent pas d’accroissement considérable de la taille des introns et les séquences sont 

trop petites (maximum 20 pb) pour être fonctionnelles. Les insertions et délétions permettent 

d’équilibrer la taille globale de l’intron. De plus, nous avons obtenu quelques SNP pour la 

lignée « PN 40024 » mais le taux d’homozygotie pour les deux gènes est supérieur aux 93% 

estimés par Jaillon et al., (2007). 

 

3. Conclusion 

La recherche d’éléments de régulation dans les promoteurs des deux gènes nous indique 

que les deux promoteurs doivent être fonctionnels, bien qu’ils soient en terme de similarité 

relativement éloignés de celui du gène NPR1 d’Arabidopsis. 

De plus l’analyse des régions introniques montre que les gènes de Vitis vinifera sont 

soumis à de fortes pressions de sélection, en particulier VvNPR1.1. Ces résultats viennent 

confirmer ceux déjà obtenus dans le chapitre II. Nous pouvons donc en conclure que la 

sélection tend à augmenter la fréquence des allèles favorables et à diminuer celle des allèles 

délétères. Cette pression de sélection agit également dans des zones qui n’ont a priori aucune 

fonction. Depuis quelques années maintenant, plusieurs scientifiques s’interrogent sur le rôle 

des introns et ils suggèrent que les pressions de sélection exercées soient liées à des fonctions 

biologiques encore inconnues (Majewski et Ott, 2002; Gaffney et Keightley, 2006). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE IV : 

Identification des gènes VvTGA  chez la 

vigne et interactions avec VvNPR1.1 
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1. Introduction 

La découverte de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 chez la vigne et la possibilité d’une 

redondance fonctionnelle entre certains de ces membres nous a conduit à rechercher chez la 

vigne, par une stratégie gène-candidat, des homologues des facteurs de transcription TGA 

connus pour interagir avec les gènes NPR1. En effet, plusieurs études ont démontré des 

interactions physiques entre NPR1 et différents membres de la famille des facteurs de 

transcription TGA en utilisant le système du double-hybride dans la levure ou bien in vitro 

(Zhang et al., 1999; Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000). La famille des facteurs de 

transcription TGA comprend dix membres chez Arabidopsis thaliana (Jakoby et al., 2002) 

qui sont répartis en six sous-classes sur la base de leurs homologies de séquences. In vitro, 

l'interaction de NPR1 augmente la liaison des facteurs TGA aux éléments régulateurs des 

promoteurs (Despres et al., 2000; Despres et al., 2003). L’interaction entre AtNPR1 et les 

facteurs de transcription TGA2, 3, 5, 6 et 7 a été identifiée à plusieurs reprises lors des 

expériences de double hybride (Zhang et al., 1999; Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000; 

Kim et Delaney, 2002; Zhang et al., 2003). Dans la plante, NPR1 et l’acide salicylique sont 

requis pour l’activation de gènes rapporteurs dépendant de TGA2 (Fan et Dong, 2002). Des 

études de chromatine immunoprécipitation (ChIP) démontrent la liaison de TGA2 et TGA3 au 

promoteur de PR-1 ainsi que la présence obligatoire de NPR1 et de SA (Johnson et al., 2003). 

Pour deux facteurs TGA d’Arabidospsis, TGA2 et 5, l’interaction avec NPR1 a été confirmée 

in vitro (Zhang et al., 1999; Despres et al., 2000). En utilisant une technique de 

complémentation de protéine (PCA) in vivo, il a été démontré que NPR1 et TGA2 

interagissent in planta (Subramaniam et al., 2001; Fan et Dong, 2002). L’interaction entre ces 

deux protéines est stimulée par le SA et a été localisée dans le noyau (Subramaniam et al., 

2001). 

De plus, en utilisant le système du double hybride, trois facteurs de transcription TGA1, 

TGA4 n’interagissent pas ou très faiblement avec AtNPR1 (Despres et al., 2000; Zhou et al., 

2000; Hepworth et al., 2005). TGA1 n’interagit pas avec NPR1 par double hybride ou in vitro 

mais il interagit avec NPR1 dans des feuilles d’Arabidopsis après traitement avec le SA 

(Despres et al., 2003). L’interaction de NPR1 avec TGA1 et TGA4 est uniquement observée 

après un traitement avec SA alors que les autres TGA interagissent avec NPR1 en l’absence 

de traitement. Il a été montré que l’interaction de NPR1 avec TGA1 et TGA4 est régulée par 

le statut redox de deux cystéines conservées et localisées dans la région C-terminale de ces 

facteurs (Despres et al., 2003). 



 

 

 

 

 

AtTGA1    PDKIQRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLETSRLKLIQLEQELDRARQQGFYVGNGIDTNSLGFSETMN------PGIAA 
AtTGA2    DQKTLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLENSRLKLTQLEQELQRARQQGVFISG--TGDQAHSTGG--------NGALA 
AtTGA3    NDKMKRRLAQNREAARKSRLRKKAHVQQLEESRLKLSQLEQELVRARQQGLCVRNSSDTSYLGPAGNMN------SGIAA 
AtTGA4    PDKIQRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLETSRLKLIHLEQELDRARQQGFYVGNGVDTNALSFSDNMS------SGIVA 
AtTGA5    DQKTLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLENSRLKLTQLEQELQRARQQGVFISS--SGDQAHSTAG--------DGAMA 
AtTGA6    DQKTLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLENSRLKLTQLEQELQRARQQGVFISS--SGDQAHSTGG--------NGALA 
AtTGA7    HDKMKRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLEESRLKLSQLEQELEKVKQQ----------GHLGPSGSIN------TGIAS 
AtTGA10   DPKTLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLESCRIKLTQLEQEIQRARSQGVFFGGSLIGGDQQQGGLPIGPGNISSEAAV 
VvTGA1    TDKTQRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLETSRLKLTELEQELERARQQGLYIGGSLDTTRVGFSGTIN------SGIAT 
VvTGA2    DQKTLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLESSRMKLTQLEQELQRARQQGIFISS--SGDQAHSMSG--------NGAMA 
VvTGA3    YVQTLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLECSQLKLTQLEQELQRARQQGVFIATGFSGDQSHSMGG--------NGALA 
VvTGA4    VDKVQRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQELESSRVKLMQLEQELERARQQGLYIGGGLDAGHLGFSGAVN------SGIAA 
VvTGA5    DQKTLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLENSRMKLTQLEQELQRARQQGIFISS--SGDQSHSMSG--------NGALA 
 
AtTGA1    FEMEYGHWVEEQNRQICELRTVLHGHINDIELRSLVENAMKHYFELFRMKSSAAKADVFFVMSGMWRTSAERFFLWIGGF 
AtTGA2    FDAEHSRWLEEKNKQMNELRSALNAHAGDSELRIIVDGVMAHYEELFRIKSNAAKNDVFHLLSGMWKTPAERCFLWLGGF 
AtTGA3    FEMEYTHWLEEQNRRVSEIRTALQAHIGDIELKMLVDSCLNHYANLFRMKADAAKADVFFLMSGMWRTSTERFFQWIGGF 
AtTGA4    FEMEYGHWVEEQNRQICELRTVLHGQVSDIELRSLVENAMKHYFQLFRMKSAAAKIDVFYVMSGMWKTSAERFFLWIGGF 
AtTGA5    FDVEYRRWQEDKNRQMKELSSAIDSHATDSELRIIVDGVIAHYEELYRIKGNAAKSDVFHLLSGMWKTPAERCFLWLGGF 
AtTGA6    FDAEHSRWLEEKNRQMNELRSALNAHAGDTELRIIVDGVMAHYEELFRIKSNAAKNDVFHLLSGMWKTPAERCFLWLGGF 
AtTGA7    FEMEYSHWLQEQSRRVSELRTALQSHISDIELKMLVESCLNHYANLFQMKSDAAKADVFYLISGMWRTSTERFFQWIGGF 
AtTGA10   FDMEYARWLEEQQRLLNELRVATQEHLSENELRMFVDTCLAHYDHLINLKAMVAKTDVFHLISGAWKTPAERCFLWMGGF 
VvTGA1    FEMEYGHWVEEQHRQNCELRNALQAHVTDIELRILVESALNHYYELFRMKADAAKADVFYLMSGMWRTSAERFFLWIGGF 
VvTGA2    FDVEYARWLEEQNRQINELRSAVNSHASDAELRVIVDNIMAHYDDIFRLKGVAAKADVFHLLSGMWKTPAERCFLWLGGF 
VvTGA3    FDMDYARWLDEHQRLINDLRSAVNSHVGDNELRILVDGVMAHYDEIFRLKSMGAKSDVFHMLSGMWKTPAERCFMWLGGF 
VvTGA4    FEMEYGHWVEEQSSQICELRTALHAHISDVELRILVETAMNHYFNLFRMKANAAKADVFYMMSGMWKTSAERFFLWIGGF 
VvTGA5    FDVEYARWLEEHNRQINELRSAVNSHASDTELRTIVDNVTAHFDDIFRLKGIAAKADVFHILSGMWKTPAERCFMWIGGF 
 
AtTGA1    RPSDLLKVLLPHFDVLTDQQLLDVCNLKQSCQQAEDALTQGMEKLQHTLADCVAAGQ---------LGEGSYIPQVNSAM 
AtTGA2    RSSELLKLLANQLEPMTERQLMGINNLQQTSQQAEDALSQGMESLQQSLADTLSSGTL--GSS-SSGNVASYMGQMAMAM 
AtTGA3    RPSELLNVVMPYVEPLTDQQLLEVRNLQQSSQQAEEALSQGLDKLQQGLVESIAIQIK-------VVESVNHGAPMASAM 
AtTGA4    RPSELLKVLLPHFDPLTDQQLLDVCNLRQSCQQAEDALSQGMEKLQHTLAESVAAGK---------LGEGSYIPQMTCAM 
AtTGA5    RSSELLKLIASQLEPLTEQQSLDINNLQQSSQQAEDALSQGMDNLQQSLADTLSSGTL--GSS-SSGNVASYMGQMAMAM 
AtTGA6    RSSELLKLLANQLEPMTERQVMGINSLQQTSQQAEDALSQGMESLQQSLADTLSSGTL--GSS-SSDNVASYMGQMAMAM 
AtTGA7    RPSELLNVVMPYLQPLTDQQILEVRNLQQSSQQAEDALSQGIDKLQQSLAESIVIDA--------VIESTHYPTHMAAAI 
AtTGA10   RPSEIIKVIVNQIEPLTEQQIVGICGLQQSTQEAEEALSQGLEALNQSLSDSIVSDSLPPASAPLPPHLSNFMSHMSLAL 
VvTGA1    RPSELLNVLMPHFEPLTDQQLLDVCNLRQSSQQAEDALSQGMDKLQQTLAQSIVTDP---------VGAGNYRSQMAEAV 
VvTGA2    RSSELLKLLVNQLEPLTEQQLLGIGNLQQSSQQAEDALSQGMEALQQSLAETLSSGSL--GSSGSSGNVANYMGQMAMAM 
VvTGA3    RSSELLKILGNQLEPLTDQQLMGICNLQQSSQQAEDALSQGMEALQQSLVETLSSNSL--GPA-GSGNVADYMGQMAIAM 
VvTGA4    RPSELLKVLVPQLDPLTDQQILDVCNLRQSCQQAEDALTQGMEKLQQILAEAVAAGQ---------LGEGSYIPQLATAL 
VvTGA5    RSSEVLKLLVNQLEPLTEQQLMSIYNLQQSSQQAEDALSQGMEALQQSLAETLTSGSP--GPSGSSGNVANYMGQMAMAM 
 
AtTGA1    DRLEALVSFVNQADHLRHETLQQMYRILTTRQAARGLLALGEYFQRLRALSSSWATRHREPT 
AtTGA2    GKLGTLEGFIRQADNLRLQTLQQMIRVLTTRQSARALLAIHDYFSRLRALSSLWLARPRE-- 
AtTGA3    ENLQALESFVNQADHLRQQTLQQMSKILTTRQAARGLLALGEYFHRLRALSSLWAARPREHT 
AtTGA4    ERLEALVSFVNQADHLRHETLQQMHRILTTRQAARGLLALGEYFQRLRALSSSWAARQREPT 
AtTGA5    GKLGTLEGFIRQADNLRLQTYQQMVRLLTTRQSARALLAVHNYTLRLRALSSLWLARPRE-- 
AtTGA6    GQLGTLEGFIRQADNLRLQTLQQMLRVLTTRQSARALLAIHDYSSRLRALSSLWLARPRE-- 
AtTGA7    ENLQALEGFVNQADHLRQQTLQQMAKILTTRQSARGLLALGEYLHRLRALSSLWAARPQEPT 
AtTGA10   NKLSALEGFVLQADNLRHQTIHRLNQLLTTRQEARCLLAVAEYFHRLQALSSLWLARPRQDG 
VvTGA1    EKLDALESFVNQADHLRQQTLRQMSHLLTTRQAARGLLALGEYFHRLRALSSLWAARPREPA 
VvTGA2    GKLGTLEGFIRQADNLRQQTLQQMHRILTTRQSARALLAIHDYFSRLRALSSLWLARPRE-- 
VvTGA3    GKLATLENFLHQADLLRQQTLQQMHRILTTRQAARALLVISDYMSRLRALSSLWLARPRD-- 
VvTGA4    EKLEAVVSFVNQADHLRQETLQQMVRILTVRQAARGLLALGEYFQRLRALSSLWATRPREPA 
VvTGA5    GKLGTLEGFLRQADNLRQQTLQQMHRILTTRQSARALLAINDYFSRLRALSSLWLARPRE-- 

 
 
Figure IV.1 : Alignement des séquences AtTGA et VvTGA 

Les lignes pleines et en pointillées indiquent les domaines basique et leucine zipper, respectivement. L’encadré 

vert indique les cystéines à la position 260 pour AtTGA1. L’encadré rouge indique le résidu à la position 266 

pour AtTGA1. Les encadrés gris représentent les leucines conservées en C-terminal. Les traits indiquent les 

espaces introduits pour faciliter l’alignement. 
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Figure IV.2 : Dendrogramme des facteurs de transcription TGA d’ Arabidopsis et Vitis vinifera 

Les membres de la famille TGA d’Arabidopsis sont divisés en trois groupes basés sur les similarités de séquence 

en acides aminés. Nous retrouvons les TGA de Vitis vinifera regroupés dans les mêmes groupes que ceux 

d’Arabidopsis. 
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Enfin, la mutation simultanée de TGA2, TGA5 et TGA6 engendre la perte de 

l’expression de PR-1 induite par le SA et une défaillance dans la mise en place de la SAR 

(Zhang et al., 2003). Ces mutations compromettant la résistance des plantes abolissent les 

interactions avec les facteurs TGA dans la levure (Zhang et al., 1999; Despres et al., 2000) ou 

dans la plante (Subramaniam et al., 2001), ce qui suggère que l’interaction avec ces facteurs 

de transcription est importante pour la fonction biologique de NPR1. 

 

2. Résultats 

2.1. Identification de VvTGA chez la vigne 

Grâce à l’analyse des données issues du séquençage du génome de la vigne (Genoscope) 

nous avons identifié cinq gènes chez la vigne qui ont montré de fortes similarités de séquence 

avec les facteurs de transcription TGA d’Arabidopsis. Les séquences VvTGA présentent 

toutes les fonctions biologiques des facteurs de transcription TGA décrit chez Arabidopsis : la 

région basique de liaison à l’ADN, la région leucine zipper importante pour la formation des 

dimères et la région riche en leucine conservées dans l’extrémité C-terminale (Figure IV.1). 

La construction d’un arbre phylogénétique regroupant les protéines TGA d’Arabidopsis 

thaliana et de Vitis vinifera montre une répartition conservée des différents groupes observés. 

En effet, VvTGA1 et VvTGA4 sont réunis dans le même groupe que les protéines AtTGA1 et 

AtTGA4, appartenant à la sous-classe I (Figure IV.2). VvTGA5, VvTGA2 et VvTGA3 

forment un groupe distinct avec AtTGA2, AtTGA5 et AtTGA6 appartenant à la sous-classe II 

bien que VvTGA3 soit phylogénétiquement plus éloigné. 

Nous avons voulu observer les interactions entre les deux VvNPR1 et les différents 

VvTGA. Cependant, n’ayant pas réussi à introduire les plasmides correspondant aux 

séquences des VvTGA2, VvTGA3, VvTGA5 et VvNPR1.2 ; seules les interactions entre 

VvNPR1.1 et VvTGA1 ou VvTGA4 ont pu être étudiées. Ces deux VvTGA sont 

phylogénétiquement plus proches de AtTGA1 et AtTGA4, connus pour être les seuls 

membres qui n’interagissent pas avec AtNPR1 en système double hybride (Zhang et al., 1999; 

Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000). Même si AtTGA1 et AtTGA4 possèdent tous les 

éléments requis pour l’interaction avec AtNPR1, deux résidus conservés diffèrent des autres 

TGA. Il s’agit des cystéines 260 et 266 pour AtTGA1 (Figure IV.2). Ces cystéines sont 

également présentes dans VvTGA1 et VvTGA4. 
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Figure IV.3 : Double hybride pour la détection de l’interaction entre protéines (Fields et Sternglanz, 1994) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.4 : Principe du système double-hybride dans la levure    
L’interaction entre deux protéines est mise en évidence par l’activation de la transcription de gènes rapporteurs 

en aval du promoteur GAL4 grâce au rapprochement du domaine d’activation (DA) et du domaine de fixation à 

l’ADN (DF) du facteur de transcription GAL4, chaque domaine étant fusionné aux protéines d’intérêt. 

GAL UAS (upstream activating sequence) : séquence du promoteur sur laquelle le DF se fixe  

GAL TATA : séquence du promoteur contenant la TATA box et sur laquelle le DA se fixe 

TADH1 :Terminateur de la transcription du gène ADH1  

ProADH1 :Promoteur du gène de l’alcool déshydrogénase-1 (ADH1) 
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Des études par mutagénèse dirigée montrent que les cystéines 260 et 266 sont cruciales 

pour les propriétés régulatrices d’AtTGA1 (Despres et al., 2003). La cystéine 260 régulerait 

les propriétés de liaison de la protéine de telle façon que AtTGA1 et AtTGA4 soient 

incapables d’interagir avec AtNPR1 dans la levure. Les cystéines possèdent la capacité de 

former des ponts disulfure réversibles. Ces derniers ont été décrits pour réguler plusieurs 

procédés cellulaires chez les mammifères. Une mutation de cette cystéine altère la protéine, ce 

qui apporte la preuve que l’oxydoréduction de ce résidu est importante pour la régulation de 

ces TGA (Despres et al., 2003). 

 

2.2. Recherche des interactions par la technique du double hybride de 

VvNPR1.1 avec les VvTGA identifiés 

2.2.1. Principe de la technique du double-hybride 

La technique du double-hybride dans la levure permet de détecter des interactions 

spécifiques entre deux protéines in vivo (Fields et Song, 1989). Ce procédé est basé sur la 

capacité du domaine de fixation à l’ADN (DF) et du domaine d’activation de la transcription 

(DA) du facteur de transcription GAL4 à fonctionner de manière indépendante. Dans le 

système double-hybride, ces deux domaines sont séparés et chacun est fusionné à une protéine 

d’intérêt (X et Y). C’est l’éventuelle interaction entre ces protéines X et Y qui permettra de 

reconstituer un facteur de transcription intact et fonctionnel, initiant ainsi la transcription des 

gènes rapporteurs HIS3 et ADE2 et se traduisant par la synthèse de l’histidine et de l’adénine, 

respectivement (Figure IV.3 ; (Fields et Sternglanz, 1994). Ces protéines de fusion sont 

fortement exprimées sous le contrôle du promoteur constitutif ADH1 et du terminateur 

ADH1. En plus des protéines-fusion, les plasmides contiennent des gènes de résistance 

permettant la sélection des clones transformés dans E. coli et des gènes de sélection 

nutritionnel (tels que TRP1 et LEU2 permettant la sélection des levures recombinantes sur un 

milieu déficient en tryptophane ou en leucine). 

 

Dans ce travail, la séquence codant la protéine VvNPR1.1 a été fusionnée à la séquence 

DF, alors que les séquences codant les facteurs de transcription VvTGA ont été clonées en 

fusion avec le domaine DA (Figure IV.4). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.5 : Les différentes étapes de la technique du double-hybride pour tester les interactions entre 

VvNPR1.1 et les deux TGA. 
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Les différentes étapes permettant de rechercher les interactions VvNPR1.1 et VvTGA 

par la technique du double-hybride sont schématisées sur la figure IV.5. Elles consistent à : 

- amplifier les gènes d’intérêts par PCR 

- introduire dans la levure le plasmide et le produit de PCR de façon à réaliser la 

recombinaison homologue 

- amplifier les clones obtenus dans E.coli 

- vérifier les clones obtenus par séquençage 

- vérifier l’absence d’auto-activation de la transcription des gènes rapporteurs avec 

VvNPR1.1 et les deux VvTGA 

- introduire dans la levure par choc thermique les plasmides nécessaires aux tests 

d’interaction : pGBKT7-VvNPR1.1 et pGADT7-VvTGA et sélectionner les clones candidats 

exprimant les deux protéines en cultivant les levures doublement transformées sur milieux 

sélectifs 

- tester l’interaction entre les protéines en étalant les clones ainsi obtenus sur le milieu 

d’interaction. 

 

2.2.2. Clonage des gènes VvNPR1.1 et VvTGA dans les vecteurs pGBKT7 et 

pGADT7 

2.2.2.1. Recombinaison homologue 

La recombinaison homologue est un processus biologique important puisqu’il est le 

principal mécanisme de réparation de l’ADN : la cassure double-brin. La recombinaison 

homologue implique l’appariement et l’échange de matériel génétique entre deux molécules 

d’ADN homologues. Ces protéines, les recombinases, sont présentes dans toutes les espèces, 

il s’agit de la protéine RecA chez la bactérie Escherichia coli et de Rad 51 chez les 

eucaryotes. La protéine eucaryote Rad 51, a été découverte par analyses génétiques de 

mutants de Saccharomyces cerevisiae déficients en recombinaison homologue et en 

réparation des cassures double-brin de l’ADN (Bianco et al., 1998). La recombinase effectue 

plusieurs tâches : elle déroule et étire l’ADN pour permettre l’appariement des trois brins, elle 

facilite la recherche d’homologie et induit l’échange de brins de manière directionnelle et 

irréversible (Figure IV.6). 

Nous avons utilisé les propriétés de recombinaison homologue chez la levure pour 

cloner les gènes d’intérêts dans les plasmides pGBKT7 et pGADT7. 
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Figure IV.6 : Mécanisme de la recombinaison homologue (d’après Wyman et al., 2004) 

(A) Schéma modélisant la réparation de la cassure double-brin d’ADN par recombinaison homologue, illustrée 

au niveau de l’ADN. Les molécules duplex de l’ADN sont indiquées par des échelles dont les barreaux 

représentent les paires de bases. Des extrémités 3’ simple-brin sont générées sur lesquelles les recombinases 

forment des filaments hélicoïdaux. L’ellipse grise représente la partie du processus qui est montrée plus en détail 

dans la partie B. 

(B) Un filament nucléoprotéique formé sur l’ADN monocaténaire peut reconnaître la séquence homologue sur 

l’ADN bicaténaire intact résultant en l’appariement de ces deux molécules d’ADN. 

(C) L’échange de brins a lieu dans le contexte du filament. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.7 : Principe de l’autoactivation de la transcription des gènes rapporteurs dans la levure 
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2.2.2.2. Construction des souches de levures et des plasmides pour le double 

hybride 

Les constructions ont été obtenues après une réaction de PCR permettant de générer un 

bord homologue au plasmide utilisé. Chaque couple d’amorces comprend un oligonucléotide 

externe possédant une queue homologue au plasmide qui ne s’hybride pas à la matrice (gène 

d’intérêt) et une partie homologue à la matrice qui s’hybride à la matrice. Le principe est 

fondé sur la recombinaison homologue entre deux ADN exogènes co-transformés dans la 

levure. 

 

2.2.3. Vérification de l’absence d’auto-activation de la transcription des 

constructions dans la levure 

Avant d’entreprendre les tests d’interaction de VvNPR1.1 avec les deux VvTGA, 

plusieurs contrôles doivent être conduits et il est nécessaire de s’assurer que les protéines 

correspondantes n’activent pas seules la transcription des gènes rapporteurs HIS3 et ADE2 

(Figure IV.7). Pour vérifier l’absence d’auto-activation, les plasmides sont transformés dans 

la souche de levure AH109 et les transformants sont étalés sur milieu sélectif SD dépourvu 

d’histidine (His) ou d’histidine et d’adénine (Ade). Une croissance des levures indiquerait une 

auto-activation de la transcription des gènes rapporteurs. 

Comme le montre le tableau IV.1, les levures transformées avec les plasmides 

pGADT7-VvTGA1 et pGADT7-VvTGA4, ne poussent ni sur le milieu sans His/Leu, ni sur le 

milieu sans Ade/His/Leu. Aucune de ces constructions n’active la transcription des gènes 

rapporteurs. A l’inverse, les levures transformées avec le plasmide pGBKT7-VvNPR1.1 

poussent sur le milieu dépourvu en His/Trp, mais non sur le milieu sans Ade/His/Trp. Le 

milieu sélectif sans adénine et sans histidine pourra donc être utilisé pour les tests 

d’interaction de VvNPR1.1 avec les VvTGA. Ce test montre qu’il existe une faible 

autoactivation de la transcription des gènes rapporteurs avec la construction VvNPR1.1, qui 

n’est cependant pas suffisante pour permettre une croissance des levures sur un milieu 

dépourvu des deux acides aminés. 
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Tableau IV.1 : Analyse de l’autoactivation de la transcription des gènes rapporteurs des constructions 

pGBKT7-VvNPR1.1, pGADT7-VvTGA1 et pGADT7-VvTGA4 

-Trp : Milieu dépourvu de tryptophane qui permet de sélectionner les levures transformées avec le plasmide 

pGBKT7 qui porte le marqueur nutritionnel TRP1. 

-Leu : Milieu dépourvu de leucine qui permet de sélectionner les levures transformées avec le plasmide 

pGADT7 qui porte le marqueur nutritionnel LEU2. 

-Trp/Leu : Milieu dépourvu de tryptophane et de leucine qui constitue le témoin négatif car le marqueur 

nutritionnel TRP ou LEU est porté par le plasmide (pGBKT7 ou pGADT7) qui n’a pas été introduit dans les 

levures.-His/Trp : Milieu dépourvu d’histidine et de tryptophane. 

-Ade/His/Trp : Milieu dépourvu d’adénine, d’histidine et de tryptophane. 

-His/Leu : Milieu dépourvu d’histidine et de leucine. 

-Ade/His/Leu : Milieu dépourvu d’adénine, d’histidine et de leucine. 

Analyse de la croissance des levures sur milieu sélectif après 3-4 jours à 28°C. 

+ : Croissance des levures 

- : Absence de croissance des levures 

 

 

 

 



  Chapitre IV 

  106 

2.2.4. Tests d’interaction de VvNPR1.1 avec VvTGA1 et VvTGA4 

Les transformants avec les deux plasmides d’intérêt ont été sélectionnés sur un milieu 

dépourvu en tryptophane et leucine, puis repiqués directement sur un milieu dépourvu en 

Ade/His/Trp/Leu, en raison de l’auto-activation de la transcription du gène rapporteur HIS3 

par le plasmide pGBKT7-VvNPR1.1. Une interaction bien étudiée, mais non publiée à ce 

jour, dans l’équipe de Virologie-vection de l’INRA de Colmar nous a servi de contrôle positif. 

Comme le montre le tableau IV.2, les levures doublement transformées avec le plasmide 

contenant la séquence VvNPR1.1 et le plasmide contenant l’un des deux VvTGA ne poussent 

pas ou très légèrement (VvTGA1) sur un milieu dépourvu d’Ade/His/Trp/Leu. Les 

interactions entre VvNPR1.1 et le VvTGA1 ou VvNPR1.1 et le VvTGA4 ne sont donc pas 

confirmées. 

 

3. Conclusions 

Aucune interaction avec VvNPR1.1 n’a donc été révélée. Cette absence peut s’expliquer 

par le fait que les deux VvTGA sont phylogénétiquement proches de AtTGA1 et AtTGA4, 

qui n’interagissent pas, ou que très faiblement, avec AtNPR1 (Despres et al., 2000; Zhou et 

al., 2000; Hepworth et al., 2005). De plus, l’interaction de AtNPR1 avec AtTGA1 et AtTGA4 

est uniquement observée après un stimulus avec SA alors que les autres TGA interagissent 

avec AtNPR1 en conditions non induites. 

Ces premiers résultats sont corrélés avec l’étude fonctionnelle menée par Gaëlle Le 

Henanff (Doctorat septembre 2009) qui a démontré que VvNPR1.1 est capable de restaurer 

l’expression SA-dépendante d’AtPR-1 chez le mutant npr1.2 ainsi que de complémenter les 

phénotypes du mutant npr1. D’après ses conclusions, l’expression SA-dépendante de la 

protéine AtPR-1 et la tolérance aux fortes concentrations en SA semblent être des fonctions 

conservées entre Arabidopsis et la vigne. 

L’ensemble de ces résultats suggère que VvNPR1.1 pourrait être l’orthologue d’AtNPR1. 

Des expériences complémentaires en double hybride devront être menées avec les trois 

autres VvTGA identifiés dans la vigne ainsi qu’avec VvNPR1.2. Plus particulièrement, 

l’étude des interactions entre VvNPR1.1-VvTGA5 et VvNPR1.1-VvTGA2 devra être menée 

en priorité car ces deux VvTGA sont phylogénétiquement les plus proches d’AtTGA2, 5 et 6. 

Or, on sait par ailleurs qu’elles interagissent avec AtNPR1. Par conséquent, l’expérience 

devra également être réalisée avec AtNPR1 et AtTGA3, ce qui constituera le témoin positif de 

l’interaction NPR1-TGA. 
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Tableau IV.2 : Tests d’interaction entre VvNPR1.1 et les deux VvTGA après étalement sur milieu sélectif 

sans Ade/His/Trp/Leu. 
O : transformation des levures sans pGBKT7 ou sans pGADT7 
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De plus, les données phylogénétiques indiquent que la protéine VvNPR1.2 appartient à 

un groupe distinct d’AtNPR1 et les résultats présentés dans les chapitres précédant ainsi que 

les données obtenues par Gaëlle Le Henanff (2009) suggèrent que VvNPR1.2 pourrait avoir 

une ou des fonctions différentes de VvNPR1.1 et AtNPR1. Il est possible que VvNPR1.2 

n’interagisse pas avec les mêmes facteurs de transcription TGA que ceux avec lesquels 

AtNPR1 interagit ou bien que VvNPR1.2 ne puisse pas interagir ou interagisse trop 

faiblement avec les TGA et ainsi, ne soit pas capable de stimuler l’expression des gènes PR. 

Enfin, il est possible également que VvNPR1.1 et VvNPR1.2 puissent interagir avec 

d’autres protéines dont des facteurs de transcription différents des TGA. Un crible double-

hybride d’une banque d’ADNc de feuilles de vigne infectées permettrait d’identifier de 

nouveaux partenaires protéiques des deux VvNPR1. 

 

La technique du double-hybride, certes très puissante pour mettre en évidence des 

interactions protéine-protéine présente cependant quelques limites qui ont été rapportées dans 

plusieurs travaux scientifiques avec des protéines de différents organismes (Serebriiskii et 

Golemis, 2001) : 

- Une difficulté majeure dans le système double hybride est l’élimination des faux 

positifs. Il existe des clones qui provoquent l’activation des gènes rapporteurs mais n’ont 

aucune interaction spécifique avec la protéine appât (Bartel et al., 1993). 

- Au contraire, des interactions réelles peuvent ne pas être révélées (faux négatifs). 

- De plus, la conformation des protéines fusionnées aux domaines du facteur de 

transcription peut être affectée et de ce fait, inhiber les interactions. 

- Les interactions recherchées peuvent être seulement exprimées en situation 

d’infection ou de stimulation avec SA (cf AtTGA1 et AtTGA4). Les tests d’interactions 

réalisés sans stimulus ne permettront pas d’identifier de telles interactions. 

- Les protéines n’étant pas dans leur environnement naturel, leur conformation peut 

être altérée et ainsi empêcher des interactions qui se feraient normalement dans la plante. 

- Les résidus glucidiques des protéines exprimées dans les levures sont différents de 

ceux des protéines végétales. Cette différence peut générer des faux positifs ou des faux 

négatifs dans la levure (Brooks, 2006). 
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L’absence d’interactions ou les futures interactions identifiées par le système double-

hybride entre VvNPR1.1, VvNPR1.2 et les VvTGA devront être validées par un autre 

système d’étude des interactions protéine-protéine. Ainsi la technique de la co-

immunoprécipitation permet de valider ces interactions. Il s’agit de traduire in vitro les 

VvNPR1 en présence de S35 et de les mettre en présence des facteurs de transcription TGA 

fusionnés à la GST. La composition du complexe, purifié à l’aide de billes de glutathion 

sépharose, sera ensuite analysée sur un gel de polyacrylamide. La présence d’une bande 

radioactive correspondant aux VvNPR1 permettra de vérifier l’interaction. D’autres 

techniques d’étude des interactions protéine-protéine pourraient également être envisagées, 

telles que celles basées sur l’émission d’une fluorescence lors du rapprochement de 2 

molécules (BRET, FRET …). 
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1. Approche développée pour l’étude des gènes NPR1 chez la vigne 

La vigne est une culture d’intérêt agronomique qui est soumise à de nombreux stress 

biotiques et abiotiques. Ces derniers induisent une baisse de la productivité et de la qualité 

organoleptique des vins. A l’heure actuelle, la lutte contre ces maladies nécessite l’utilisation 

de produits phytosanitaires dont l’utilisation est néfaste pour l’environnement et la santé des 

utilisateurs. Un enjeu à terme est donc de développer des méthodes alternatives à la lutte 

chimique. Une connaissance détaillée des mécanismes de résistances et de la fonction des 

gènes impliqués permettrait de stimuler les gènes. En outre, l’opportunité de créer des vignes 

transformées dont les gènes seraient surexprimés reste envisageable. De cette manière, la 

résistance de la vigne aux maladies serait augmentée. Au début de mes travaux, les gènes de 

défense chez la vigne étaient méconnus dans la mesure où le séquençage était disponible qu’à 

partir du milieu de l’année 2007. Cependant, durant ces dernières années, de nombreux gènes, 

protéines et d’autres molécules impliqués dans les interactions plantes / pathogènes ont été 

décrits chez plusieurs plantes modèles et d’intérêts agronomiques (Arabidopsis, tabac, tomate, 

riz). Parmi eux, la protéine codée par le gène NPR1 joue un rôle clé dans la résistance à large 

spectre chez les plantes. A la suite d’un stress, la protéine NPR1 est relocalisée vers le noyau 

et interagit avec des facteurs de transcriptions TGA, assurant ainsi l’expression de protéines 

PR (Chern et al., 2001; Fitzgerald et al., 2004). 

Les objectifs de mon travail de thèse étaient tout d’abord de sélectionner des accessions 

présentant différents profils de résistance au cours d’interactions avec un agent pathogène 

virulent. Ensuite, mes travaux de thèse ont eu pour but d’identifier et d'analyser la diversité 

génétique de potentiels orthologues du gène NPR1 chez la vigne par une approche gène 

candidat, enfin de tester l’interaction de la protéine NPR1 avec les facteurs de transcription 

TGA également identifiés chez la vigne. 

 

2. Validation des accessions de vigne pour l’étude des gènes NPR1 

Les vignes sont soumises à des stress biotiques auxquels répond une grande variété de 

comportements caractérisée par les mécanismes de résistance. L’agent pathogène du mildiou, 

Plasmopara viticola, a été privilégié dans cette étude pour des raisons pratiques. En effet, 

l’équipe Génétique et Amélioration de la Vigne de l’INRA de Colmar bénéficie d’un système 

performant de notation semi-quantitative OIV 452 pour les tests biologiques au mildiou. 
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Afin de savoir si les différents niveaux de résistance sont générés par NPR1 (dans la 

famille des Vitaceae), nous avons tout d’abord sélectionné des accessions représentatives de 

l’ensemble de la famille des Vitaceae. Quinze accessions ont été choisies à partir de la 

classification des Vitaceae (Galet, 1993) et selon leur disponibilité dans la collection 

ampélographique de l’INRA de Colmar. Nous avons ensuite évalué les différences de 

résistance à P. viticola afin de mettre ces résultats en relation avec la diversité du gène NPR1 

dans la famille des Vitaceae. Les accessions sélectionnées présentent une grande diversité de 

niveau de résistance montrant des mécanismes de résistance probablement différents. 

 

3. Hypothèse évolutive 

3.1.  Organisation génomique 

Une recherche par Blast dans une banque d’ESTs de vignes soumises à un stress 

abiotique (ESTAP) puis dans la séquence complète du génome de la vigne (Génoscope), nous 

a permis d’identifier deux gènes VvNPR1.1 (chromosome 11) et VvNPR1.2 (chromosome 10) 

chez la vigne. Ces deux gènes présentent des similarités avec les membres de la famille NPR 

chez Arabidopsis. Il existe également un gène VvBOP qui présente de fortes similarités avec 

AtNPR5 et AtNPR6 (AtBOP1 et AtBOP2) impliqués dans le développement floral et foliaire. 

Nous nous sommes focalisés sur les gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2. 

L’analyse des séquences de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 révèle des structures types 

partagées avec les gènes NPR1 décrits chez les autres plantes. Ces structures incluent deux 

domaines d’interaction protéine-protéine, le domaine ARD (Ankyrin-Repeat Domain) localisé 

dans la région centrale de la protéine et le domaine BTB / POZ (Broad complex Tramtrac 

Bric-à-brac/POx virus and Zinc Finger) en N-terminal (Cao et al., 1997; Ryals et al., 1997; 

Despres et al., 2003) ainsi qu’un site de localisation nucléaire. Les séquences en acides 

aminés de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 montrent 43% d’identité entre elles et VvNPR1.1 et 

VvNPR1.2 montrent respectivement 52% et 37% d’identité avec AtNPR1. Une des 

conséquences de cette conservation est la fonctionnalité attendue des protéines correspondant 

aux gènes VvNPR1 tant pour leurs interactions protéine-protéine que pour leur translocation 

dans le noyau. Cette dernière fonctionnalité a par ailleurs été déjà vérifiée sur les deux gènes 

VvNPR1.1 et VvNPR1.2 par des expériences de surexpression transitoire dans les feuilles de 

vigne dans le cadre d’une autre thèse de l’équipe (Le Hénanff, 2009). 
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Les analyses phylogénétiques montrent que les protéines VvNPR1.1, VvNPR1.2 et 

VvBOP appartiennent à trois sous-groupes distincts qu’on retrouve chez différentes espèces 

végétales. Au sein du génome des Vitaceae, la présence de ces gènes a également été établie. 

L’analyse comparée du génome de la vigne et de celui d’Arabidopsis, du riz et du peuplier a 

révélé que l’organisation du génome de la vigne semble être le plus proche de celle du 

génome ancestral des dicotylédones. Ce génome ancestral proviendrait de l’arrangement de 

trois génomes diploïdes indépendants ancestraux (formation du génome paléo-hexaploïde 

ancestral) (Jaillon et al., 2007). Les trois sous-groupes mis en évidence lors des analyses 

phylogénétiques (Figure 2) (Bergeault et al., 2010) et contenant chacun des protéines NPR de 

différentes espèces suggèrent l’existence de ces trois gènes ancestraux avant la divergence des 

genres Arabidopsis et Vitis. 

 

3.2.  Diversité de séquence des gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2 

Mon travail de thèse s’est, dans un premier temps, focalisé sur l’analyse du 

polymorphisme des gènes VvNPR au sein de la famille des Vitaceae. Une analyse de la 

diversité des séquences introniques et exoniques montre qu’ils sont soumis à de fortes 

pressions de sélection. Ces résultats suggèrent donc que la tolérance au mildiou et aux agents 

pathogènes en générale, n’est pas liée à une différence de fonctionnalité des protéines NPR 

dans la famille des Vitaceae. De plus, malgré le fait que les introns furent découverts il y a 

près de 30 ans, leur origine et leur fonction nous échappent encore. La plupart des introns 

n'ont aucune fonction connue et semblent être des morceaux inutiles de gènes qui ralentissent 

simplement le processus de transcription. Cependant, certains introns jouent un rôle dans la 

régulation transcriptionnelle et des événements d’épissage alternatif seraient impossibles sans 

les introns. De plus, leur niveau de conservation inter espèces varie selon leur position intra 

ou inter génique, suggérant qu’il existe des pressions de sélection liées à des fonctions 

biologiques encore inconnues (Majewski et Ott, 2002; Gaffney et Keightley, 2006). Il est 

donc possible que les introns des gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2 se trouvent dans ce cas de 

figure. 

Un codon stop prématuré dans la partie centrale de la protéine NPR1.1 a été identifié 

dans certaines accessions. La protéine tronquée qui en résulte semble fonctionnelle puisque 

tous les domaines d’interaction protéine-protéine sont présents. 
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Le domaine ARD d’AtNPR1 est nécessaire et suffisant pour l’interaction avec les 

membres de la famille des facteurs de transcription TGA bien que les interactions de hautes 

affinités demandent également la partie N-terminale de la protéine (Zhang et al., 1999; 

Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000). 

De plus, l’étude in silico des promoteurs des deux gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2 montre 

qu’ils devraient être fonctionnels mais des analyses plus détaillées devront être effectuées. La 

capacité des promoteurs à exprimer le gène de la �-glucuronidase (GUS) par exemple ou un 

autre gène rapporteur facilement détectable par la GFP (Green Fluorescence Protein) pourrait 

être étudiée. Des fragments ou les promoteurs entiers pourront être transformés dans les 

plantes exposées à divers agents pathogènes et éliciteurs. Ces différentes expériences 

permettront de mettre en évidence les différentes conditions environnementales qui affectent 

l’expression des deux gènes. L’étude in silico des promoteurs montre également que les 

régions promotrices sont très variables entre les deux gènes. En effet, les promoteurs des 

gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2 présentent moins de 10% d’identité entre eux et avec la région 

promotrice d’AtNPR1. Il serait interessant d’analyser le polymorphisme de ces deux 

promoteurs dans les accessions précedemment utilisées. Les niveaux de résistances pourront 

également être reliés aux niveaux d’expression des gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2 dans les 

accessions utilisées. 

Enfin, le caractère générique du rôle des gènes NPR1 dans les interactions plante / 

agents pathogènes offre l’opportunité de comparer le polymorphisme et l'évolution 

moléculaire de ces gènes chez différentes familles végétales (Musaceae, Brassicaceae par 

exemple). Il pourait être utile d’étudier l’évolution moléculaire de ces gènes chez d’autres 

plantes ayant des intérêts agronomiques. Celles-ci ont connu des changements qui leur sont 

propres au gré des sélections humaines et des modes de reproduction spécifiques. 

 

3.3.  Co évolution entre les gènes VvNPR et les agents pathogènes ? 

Les gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2 semblent être soumis à de fortes pressions de 

sélection et être ainsi maintenus au cours de l'évolution. Une hypothèse est que l’éloignement 

phylogénétique de ces gènes se traduirait par le fait que chaque membre aurait acquis une 

spécialisation fonctionnelle. La pression de sélection purificatrice détectée sur ces deux gènes 

dans la famille des Vitaceae argumente en faveur de cette hypothèse. Généralement, les gènes 

de défense ont tendance à maintenir un bas niveau de diversité mais plusieurs auteurs relatent 

une sélection balancée pour AtNPR1 (Bakker et al., 2008; Caldwell et Michelmore, 2009). 
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Nos résultats montrent que NPR1.1 et NPR1.2 sont fortement conservés et ne varient pas 

beaucoup d’une accession à l’autre, indiquant que les mutations ont probablement des 

conséquences délétères. 

Il est cependant parfois difficile d’établir un modèle général d’évolution des gènes de 

résistance chez les plantes. Un facteur important est le mode de reconnaissance, direct ou 

indirect, entre la protéine de résistance et la protéine d'avirulence (Dodds et al., 2006; 

McDowell et Simon, 2006). Dans le cas des reconnaissances directes, une coévolution de type 

"course aux armements" est retrouvée, avec le maintien d'une forte diversité allélique pour le 

gène de résistance et le gène d'avirulence. 

A l’inverse, dans le cas des reconnaissances indirectes faisant intervenir une protéine de 

garde, les gènes R présentent une faible diversité allélique. Si AtNPR1 semble être sous 

l’influence d’une sélection balancée, mes résultats sont en faveur d’une sélection purificatrice 

pour les gènes VvNPR1. Néanmoins, il est tout à fait possible que les gènes NPR1 soient 

soumis aux même processus évolutionnaire que Pto. En effet, Pto semble être influencée à la 

fois par de la sélection purificatrice et de la sélection balancée selon une périodisation qui lui 

est propre (Rose et al., 2007). D’après l’auteur, des périodes de pression de sélection forte de 

l’agent pathogène s’exercent sur Pto et s’alternent avec des périodes de relâchement de la 

contrainte sur ce gène. Ceci serait dû au fait que les agents pathogènes ne possèdent pas les 

gènes Avr adéquats, ce qui favorise l'accumulation des substitutions neutres ou délétères. 

 

4. Interaction avec les facteurs de transcription TGA 

Après l'identification des facteurs TGA comme protéines capables de se lier à l’élément 

as-1 de l'ADN en 1989 (Katagiri et al., 1989; Lamb et al., 1989), beaucoup de recherches se 

sont concentrées sur la détermination de leur fonction dans la plante. Une avancée est réalisée 

dans la fin des années 1990, lorsqu’il a été trouvé que les facteurs de transcription TGA 

interagissent avec la protéine NPR1 (Zhang et al., 1999; Despres et al., 2000; Zhou et al., 

2000). Il est maintenant établi que NPR1 est un régulateur important de la fonction des 

facteurs de transcription TGA in vitro et in planta (Despres et al., 2000; Fan et Dong, 2002; 

Johnson et al., 2003). Une étude avec des plantes mutantes dans les trois gènes du groupe II 

des facteurs TGA d’Arabidopsis (TGA2, TGA5, TGA6) a confirmé la nécessité de ces 

facteurs de transcription pour déclencher l’expression de PR-1 par l’acide salicylique ainsi 

que par la SAR (Zhang et al., 2003). 
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Si le rôle de NPR1 et des facteurs TGA dans la résistance aux maladies chez 

Arabidopsis thaliana, ou chez d’autres plantes mono ou dicotylédones, a été maintes fois mis 

en lumière, le rôle de ces protéines dans la vigne reste encore mal défini. 

La caractérisation de la fonction des deux VvNPR1 a donc été entreprise par différentes 

approches. Grâce au séquençage du génome de la vigne, nous avons identifié cinq gènes 

VvTGA. Les analyses des séquences protéiques montrent que ces gènes sont répartis dans les 

mêmes groupes que ceux d’Arabidopsis. Ils possèdent, de plus, toutes les fonctions 

biologiques des facteurs de transcription TGA d’Arabidopsis. 

Seules les interactions entre VvNPR1.1 et VvTGA1 ou VvTGA4 ont pu être étudiées. 

Ces deux VvTGA sont phylogénétiquement plus proches d’AtTGA1 et AtTGA4, connus pour 

être les seuls membres pour ne pas interagir avec AtNPR1 en système double hybride (Zhang 

et al., 1999; Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000). Chez Arabidopsis, NPR1 n’interagit pas 

ou très faiblement avec les facteurs TGA1 et TGA4 dans la levure (Zhang et al., 1999; 

Despres et al., 2000; Zhou et al., 2000; Hepworth et al., 2005). Cependant, on observe dans 

des feuilles traitées avec le SA une interaction significative entre NPR1 et TGA1. Au 

contraire, seul une interaction très faible peut être détectée dans celles qui ne sont pas traitées 

(Despres et al., 2003). Par conséquent, il est possible que nous ayons le même phénomène 

pour VvTGA1 et VvTGA4. 

D’autre part, des études par mutagenèse dirigée montrent que les cystéines 260 et 266 

sont cruciales pour les propriétés régulatrices d’AtTGA1 (Despres et al., 2003). La cystéine 

260 régulerait les propriétés de liaison de la protéine de telle façon que AtTGA1 et AtTGA4 

soient incapables d’interagir avec AtNPR1 dans la levure. Ces deux cystéines sont présentes 

dans VvTGA4 mais VvTGA1 possède uniquement la cystéine 260. Des études par 

mutagenèse dirigée permettraient d’étudier le rôle de ces deux cystéines pour VvTGA1 et 

VvTGA4 et de vérifier si la capacité de ces protéines à interagir avec NPR1 est dépendante 

des cystéines. 

Enfin, la régulation redox à travers la formation de liaisons disulfures entre les cystéines 

ne doit pas être un phénomène limité à TGA1 et TGA4. Chaque sous-classe de la famille des 

TGA possède des cystéines conservées caractéristiques. Les membres de la sous-classe I 

contiennent trois cystéines conservées alors que les membres de la sous-classe II et III n’en 

possèdent qu’une seule. Ainsi, leur conservation suggère qu’elles soient consubstantielles à la 

fonction de la protéine. La régulation des facteurs TGA par des conditions redox n’exclut pas 

la possibilité que celle-ci puisse différer aussi bien entre les sous-classes qu’entre les facteurs 

TGA de chaque groupe. 
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5. Interaction de NPR1 avec d’autres facteurs de transcription 

Il est également possible que VvNPR1.1 et VvNPR1.2 puissent interagir avec d’autres 

protéines dont des facteurs de transcription différents des TGA. Un crible double-hybride 

d’une banque d’ADNc de feuilles de vigne infectées permettrait d’identifier de nouveaux 

partenaires protéiques des deux VvNPR1. 

Des études chez Arabidopsis ont indiqué la présence de plusieurs protéines interagissant 

avec AtNPR1 appelées NIMINs, qui semblent être des régulateurs négatifs de la SAR (Weigel 

et al., 2005). Il est tout à fait possible que le génome des Vitaceae contienne également des 

orthologues de ces protéines NIMIN et qui interagiraient avec VvNPR1.1 ou VvNPR1.2. 

Enfin, il a été montré que les mutants npr1 accumulent plus d’acide salicylique 

endogène que les plantes sauvages, suggérant qu’AtNPR1 pourrait freiner la synthèse de SA 

(Delaney, 1995). Cette fonction doit être due à l’activité des facteurs de transcription WRKY 

70 et WRKY 54, dont l’expression est sous la dépendance d’AtNPR1 (Wang et al., 2006). 

 

6. Caractérisation fonctionnelle de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 

Il est démontré qu’en conditions non induites, AtNPR1 est présent sous forme 

d’oligomères qui sont formés par des liaisons disulfures (Mou et al., 2003). La localisation 

nucléaire d’AtNPR1 est liée à la réduction de deux cystéines sur les dix cystéines conservées 

(C82 et C216) et exige également le site de localisation nucléaire (Kinkema et al., 2000; Mou 

et al., 2003). L’analyse de NPR1.1 dans la famille des Vitaceae montre que toutes les 

accessions étudiées possèdent huit des dix cystéines conservées et notamment les deux 

cystéines (C82 et C216) essentielles pour la formation d’oligomères (Mou et al., 2003). En ce 

qui concerne NPR1.2, seules cinq cystéines sur dix sont présentent dans toutes les accessions 

étudiées au sein de la famille des Vitaceae. L’absence de la cystéine C216 suggère également 

que la protéine NPR1.2 est régulée différemment. Il serait donc intéressant d’ajouter ou de 

supprimer ces cystéines importantes par mutagenèse dirigée dans les deux gènes afin 

d’étudier leurs incidences au niveau fonctionnel. 

D’autre part, une étude de caractérisation fonctionnelle pour examiner le rôle des deux 

gènes dans la résistance aux maladies a fait l’objet d’une publication de notre laboratoire (Le 

Henanff et al., 2009). Des expériences de surexpression transitoire dans les feuilles de vigne 

ont mis en évidence que VvNR1.1 et VvNPR1.2 étaient localisées dans le noyau. 
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La surexpression des gènes VvNPR1.1 et VvNPR1.2 est capable de restaurer la SAR et la 

résistance à Pseudomonas syringae pathovar maculicola ES4326. Des expériences de 

surexpression transitoire des protéines VvNPR1.1 et VvNPR1.2 permettent de stimuler 

l’expression de plusieurs gènes PR. Dans cette étude, VvNPR1.1 restaure le développement 

des mutants npr1 d’Arabidopsis, contrairement à VvNPR1.2. Il est possible que la séquence de 

VvNPR1.2, trop éloignée de celle d’AtNPR1, indique qu’il s’agisse d’un régulateur négatif des 

réponses de défense à l’image d’AtNPR3 et AtNPR4 (Zhang et al., 2006). 

De plus, il est maintenant évident que NPR1 est également impliquée dans un carrefour 

de communications entre les voies de signalisation dépendantes de SA et de JA (Pieterse et 

Van Loon, 2004). Les agents pathogènes nécrotrophes élicitent les voies dépendantes du JA et 

de l’éthylène alors que les pathogènes biotrophes élicitent les voies dépendantes du SA 

(Pieterse et van Loon, 1999; Thaler et al., 2004). Chez Arabidopsis thaliana, la résistance à 

Fusarium oxysporum requiert en plus des voies de signalisation de l’éthylène, du JA, de SA et 

implique également le gène NPR1 (Berrocal-Lobo et Molina, 2004). Les différentes voies de 

signalisation relayées par les gènes VvNPR1 devront donc être mieux caractérisées. Il s’agit 

de determiner si VvNPR1.1 est sensible aux agents pathogènes nécrotrophes tandis que 

VvNPR1.2 serait sensible vis-à-vis des agents pathogènes biotrophes ; ou bien inversement. 

La fonction d’un gène dépend donc étroitement de son environnement génétique, en 

particulier des relations qui peuvent avoir lieu entre le gène étudié et les autres gènes du 

génome. Une étude en microarrays est une première méthode permettant de montrer les 

différents réseaux qui agissent au sein des gènes et surtout lorsque les résistances sont 

complexes. Cette expérience pourrait se faire à partir d’ARN totaux extraits de feuilles de 

vigne surexprimant transitoirement les VvNPR1. 

Un codon stop prématuré dans la partie centrale de la protéine NPR1.1 a été identifié 

dans plusieurs accessions. La protéine tronquée qui en résulte présente tous les domaines 

d’interaction protéine-protéine. Ces données ne sont cependant pas suffisantes et l’expression 

du gène ainsi que la localisation cellulaire de la protéine reste à déterminer. Pour cela, 

plusieurs expériences peuvent être envisagées. Tout d’abord, le profil d’expression du gène 

VvNPR1.1 tronqué peut être évalué après un traitement par du BTH, un analogue du SA. Si 

l’expression du gène est validée, des expériences de localisation intracellulaire pourront être 

réalisées par fusion avec de la GFP des séquences codantes et par surexpression transitoire 

dans N. benthamiana. La fonction de la protéine peut ensuite être étudiée par des expériences 

de surexpression transitoire chez N. benthamiana ou la vigne. 
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Enfin, des expériences de complémentation du mutant npr1 d’Arabidopsis pourront être 

entrepris par transformation stable. Tous les résultats pourront alors être confrontés à ceux 

obtenus par Gaëlle Le Henanff au cours de sa thèse (Le Hénanff, 2009) pour le gène 

VvNPR1.1. Des expériences d’interactions protéine-protéines dans la levure pourront 

également être envisagées. 

 

Afin de mieux comprendre le rôle de ces différentes protéines chez la vigne, la méthode 

d’extinction de gène par VIGS (Virus-Induced Gene Silencing) peut également être 

envisagée. L’utilisation du VIGS affecte l’expression de gènes d’intérêt dans un tissu 

spécifique à un stade de développement choisi sans faire appel à un promoteur spécifique. Des 

résultats interessants ont déjà été obtenus par cette technique. Le rôle de NbNPR1 et de 

LeNPR1 a été mis en évidence par VIGS (Liu et al., 2002; Ekengren et al., 2003). Malgré le 

faible développement d’outils efficaces pour l’analyse fonctionnelle de la vigne, une méthode 

de VIGS applicable à la vigne a été récemment développée (Muruganantham et al., 2009). 

Cette méthodologie peut être utilisée, préalablement aux transformations stables puisque la 

surexpression stable des gènes chez la vigne reste difficile à réaliser.  

 

7. Contribution de l’étude pour la résistance face aux agents pathogènes 

chez la vigne 

L’apparition de souches résistantes chez Botrytis cinerea et le mildiou ainsi qu’une prise 

de conscience accrue de l’environnement ont fait naître, au cours des dernières décennies, le 

besoin de stratégies alternatives qui pourraient conduire à une réduction des traitements 

antifongiques très importants chaque année. Diverses possibilités de stratégie alternative 

visant non pas à s’attaquer au champignon lui-même mais à aider la plante à se défendre 

contre l’agresseur sont envisagées. 

 

Une possibilité consiste à modifier génétiquement les plantes en exprimant des gènes de 

défense issus d’autres organismes ou en sur-exprimant les gènes de défenses déjà existants 

(Cornelissen et Melchers, 1993 ; Shah, 1997 ; Punja, 2001 ; Gilbert et al., 2006). La 

surexpression stable de VvNPR1.1 et VvNPR1.2 s’inscrit entièrement dans cette dernière 

perspective. 
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Les protéines VvNPR1 que nous avons identifiées induisent la synthèse de protéines PR 

dans différents systèmes. Nous ne savons toutefois pas si ces protéines PR sont efficaces dans 

la lutte contre les agents pathogènes de la vigne. Par ailleurs, VvNPR1.2 semble avoir des 

effets opposés à ceux d’AtNPR3 et AtNPR4 dont elle est plus proche. Ces données montrent 

que les familles NPR de la vigne et d’Arabidopsis pourraient être organisées différemment et 

jouer des rôles différents chez ces deux espèces végétales. Ainsi, une étude plus approfondie 

et en système homologue de la fonction de VvNPR1, apparaît comme une suite logique de 

mon travail de thèse. 
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1. Matériels biologiques 

1.1.  Matériel végétal 

L’échantillon est constitué de 15 accessions : Ampelopsis japonica, Muscadinia 

rotundifolia cv. Carlos, Pathenocissus quinquefolia, cinq Vitis Americains (arizonica, 

labrusca Isabelle, rupestris du Lot, aestivalis et cinerea), six cultivars Vitis vinifera (Gouais 

blancs, Muscat reine des vignes, Cabernet Sauvignon clone 169, Riesling clone 49, Pinot noir 

clone 162, Gewurztraminer clone 47) et V. vinifera lignée 40024 [(dérivé du Pinot noir et 

multiplié par autofécondation successives (homozygote a environ 93%) (Bronner et Oliveira, 

1991; Jaillon et al., 2007)]. 

 

1.2.  Souche de bactéries 

La souche DH5� dérivant d’Escherichia coli [recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-

,mk+), relA1, supE44, ∆ (lac-proAB), (F’, traD36, proAB, lacIqZ∆M15)], a été utilisée pour 

l’amplification des plasmides lors des clonages de fragments PCR. 

Sa culture est réalisée à 37oC, dans un milieu LB (10 g.1-1 de NaCl, 10 g.1-1 de Bacto-

tryptone, 5 g.1-1 d’extrait de levure, 20 g.1-1 d’agar) à pH 7,5, additionné d’ampicilline (50 

µg.ml-1 final). 

 

1.3.  Souche de levures 

La souche de levure AH109 utilisée dans la technique du double-hybride, dérive de la 

souche PJ69-2A de Saccharomyces cerevisiae. Ces levures ont été génétiquement manipulées 

de manière à s’adapter efficacement au système double-hybride. Elles sont auxotrophes pour 

la leucine et le tryptophane. De plus, elles diminuent le risque de faux positifs, lors des tests 

de double-hybride, grâce à un système de trois gènes rapporteurs ADE2, HIS3 et lacZ (ou 

MEL1). Ces gènes sont placés sous le contrôle de deux signaux de transcription (GAL4UAS et 

GAL4TATA). Dans notre système double-hybride, nous utilisons uniquement les deux gènes 

rapporteurs ADE2 et HIS3 qui synthétisent des enzymes intervenant respectivement dans les 

voies de synthèse de l’adénine et de l’histidine. 
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1.4.  Plasmopara viticola 

Plasmopara viticola nous a été fourni par le Dr Sabine Wiedemann-Merdinoglu (INRA 

Colmar). Plasmopara viticola a été multiplié sur du tissu végétal vivant par un repiquage tous 

les 7 jours sur un cépage sensible (Muscat ottonel ou Chardonnay). Des feuilles infectées ont 

été placées dans une bouteille contenant de l’eau stérile et agitée vigoureusement. Cette étape 

permet la récupération des spores de P. viticola. 

 

1.5. Vecteurs de clonage et d’expression 

1.5.1. Vecteur de clonage : pCR2.1 (Invitrogen) 

Le plasmide pCR2.1 (annexe 2) possède deux marqueurs de résistance à des 

antibiotiques, l’ampicilline et la kanamycine ; il est ouvert au niveau d’un troisième marqueur 

de sélection, correspondant à un gène codant pour la partie N-terminale de la β-galactosidase 

(la partie C-terminale étant codée par le génome de la bactérie transformée). Ce gène sera 

muté lors de l’insertion du produit de PCR, empêchant ainsi la production de la β-

galactosidase, et donc la dégradation de son substrat, le X-Gal. Ce dernier est introduit dans le 

milieu de culture et la coloration des colonies en bleu indique un gène de la β-galactosidase 

intact. Le site d’insertion est entouré de deux sites de restriction EcoRI, permettant la 

libération de l’insert, effectué lors de la dernière vérification avant l’envoi au séquençage. 

Les fragments des gènes VvNPR ont été clonés dans le vecteur pCR2.1 à l'aide du kit 

Original TA Cloning® (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Le vecteur n’utilise pas de site 

de restriction pour insérer un ADN hétérologue mais une simple thymine qui s’associe avec 

l’adénine présente aux extrémités des fragments produits lors d’une PCR ; il faut donc ou 

avoir une PCR « fraîche » suivie d’une élongation normale ou réaliser une élongation (1h à 

72°C, avec de l’ATP uniquement). 

 

1.5.2. Vecteurs double hybride : pGBKT7 et pGADT7 (Clontech) 

Dans le système double-hybride, les vecteurs, pGBKT7 et pGADT7 (annexes 3 et 4) 

sont utilisés pour exprimer fortement les protéines de fusion sous le contrôle du promoteur 

constitutif ADH1 et du terminateur ADH1. Ces vecteurs sont des plasmides navettes E. coli / 

S. cerevisiae c'est-à-dire qu’ils peuvent être utilisés chez les deux types d’organismes. Les 

plasmides navettes se répliquent de façon autonome chez E. coli et chez S. cerevisiae à partir 

des origines de réplication des plasmides pUC et 2µ respectivement. 
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Dans le premier cas, le vecteur sera présent en grand nombre de copies (20 à 50 copies 

par cellule), tandis que dans le second, le nombre de copies sera réduit (1 à 3 par cellule). 

Le pGBKT7 permet l’expression d’une protéine de fusion entre la protéine d’intérêt et le 

domaine de fixation à l’ADN (DF) du facteur de transcription GAL4 qui correspond aux 147 

premiers acides aminés de la protéine. Ce plasmide possède également l’épitope c-Myc 

permettant d’étiqueter les protéines de fusion, un gène de résistance à la kanamycine pour la 

sélection des clones transformés d’E. coli et le gène de sélection nutritionnel TRP1 permettant 

la sélection des levures recombinantes sur un milieu déficient en tryptophane. 

Le plasmide pGADT7 permet l’expression de protéines fusionnées au domaine 

d’activation du facteur de transcription GAL4 (DA) correspondant aux acides aminés 768 à 

881 de la protéine. Le pGADT7 possède un gène de résistance à l’ampicilline pour la 

sélection des colonies recombinantes chez E. coli et le marqueur nutritionnel LEU2 qui 

permet aux levures auxotrophes portant le plasmide de survivre dans un milieu déficient en 

leucine. 

On notera que les acides aminés 148 à 767 du GAL4 ne sont pas nécessaires à 

l’initiation de la transcription. 

Le plasmide pGBKT7 a servi à l’expression des protéines VvNPR et le plasmide 

pGADT7 à celles des facteurs de transcription (TGA). 

 

1.6.  Oligonucléotides 

Les différentes séquences qui ont été utilisées dans ce travail proviennent 

principalement des deux génomes séquencés de la vigne : consortium « International Grape 

Genome Program » site du Génoscope (http://www.cns.fr/externe/English/corps_anglais.html) 

et le site de « Istituto Agrario San Michele all'Adige » (http://www.ismaa.it/) ainsi que de 

différentes bases de données accessibles sur Internet, GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ESTAP (http://staff.vbi.vt.edu/estap/index.shtml). 

Les recherches de séquences par mots clefs ont également été réalisées. 
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2. Méthodes 

2.1.  Extraction des acides nucléiques 

2.1.1. Extraction de l’ADN génomique 

Les extractions sont réalisées sur 80 mg de feuilles de vignes finement broyées dans 

l’azote liquide. La qualité du broyage est un élément déterminant de l’efficacité d’extraction. 

Un traitement à la RNase permet de dégrader les ARN. L’extraction est ensuite réalisée à 

l’aide du kit « DNeasy® Plant Mini Kit » (Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les 

recommandations du fabricant. L’ADN génomique est ensuite conservé à -20°C jusqu’à 

utilisation. 

 

2.1.2. Extraction d’ARN 

Environ 300 mg de feuilles sont broyés en présence d’azote liquide et 130 mg de broyat 

sont prélevés pour servir à l’extraction des ARN totaux en utilisant le kit commercialisé par 

QIAGEN « RNeasy Plant Mini Kit ». Le kit a été modifié pour l’extraction d’ARN totaux de 

Vitis vinifera. Nous avons adapté le tampon de lyse fournit par QIAGEN à cause des 

composés phénoliques très présents dans la vigne et qui interagissent avec les acides 

nucléiques : 2,5% (p/v) de PVP 40 et 1% (v/v) de �-mercaptoéthanol sont ajoutés au tampon 

de lyse du kit et 600 �l de ce nouveau tampon sont ajoutés à 50 mg de tissus broyés. Cette 

solution est ensuite mélangée puis 60 �l de sarkosyl 20% sont ajoutés. L’échantillon est alors 

chauffé à 70°C pendant 10 minutes. Après l’étape de lyse, le reste de la procédure a été réalisé 

selon les recommandations du fabricant. L’ARN est ensuite conservé à -80°C jusqu’à 

utilisation. 

 

2.2.  Clonage de fragments d’ADN dans les vecteurs 

2.2.1. PCR 

La technique de PCR permet l’amplification in vitro des fragments d’ADN présents en 

très faible quantité de façon exponentielle par l’utilisation d’une ADN polymérase 

thermostable isolée de la bactérie Thermophilus aquaticus (Taq polymérase). 

 

 

 

 



 

 

TGC TTT TAC AAA CAA GGG CCA GGGA CCT TAA AAA GTT AAA ACA

CCA ACC ACA AAA CTA AAA ATA AGT CATG ATA TTG TGA TTG TGA TGG A

CAA CAC TAG CAT TTA GGT TTG ATCCCT TGT GAG ATT TGT ATG AC

ATG GAA ACA GGG GAA TTC AAG AAA TGGCA AAA ATG GAA CAG GGG CAG GAA A

CCC CAA GGG GTT ATG CTA GTT ATG CGG CCG CTG CAG

ATT ACT TCT TGC AAG AGA GTC TAC TGT TAT TC

CCA TGG AGG CCG AAT TCC CGG GGA TCC

TTA TGG ACT ACA GAG CTG CTC TCT CC
VvNPR1.1

ATT CAT CTG CAG CTC GAG CTC GAT GGA TCC ACT ATT

CAA CTA AAT TAC CTT GTG AAA TAA TAC AA

TGA ATT CCA CCC GGG TGG GCA TCG ATT

AAT GAA CTC TTC ATC CAC TCA CTT TGT C
VvTGA4

ATC TGC AGC TCG AGC TCG ATG GAT

CCA CTA GGC AGG CTC ACG GGG A

CCA GTG AAT TCC ACC CGG GTG GGC ATC

GAT TAA TGA GCT CTT CAT CAA CTC AAT TTG C
VvTGA1

Double hybride

TCT GCA GTA AAT CAC CTC TAT TTT CCA GGAA AAA TTA AAT CAA TAA TGC AG

AAT CAT CGA GGA  AAA GTC TGA CAA GAC

TCA TAG GAA TGA AAA TCA TAA ATG

ou

CTT TCA AAA GAG CCT TGC TCA TTA

GCC CCC AAA TTA AAC AGT TTT ACGAG AAC AAA CAT GTA AGT TG

TCA TAA ATT GTC ATT AGC GTG GGAGAT TTT TCC TCA TAT TTG CAT

CAT AAC ACG ACA GTA GAT GAT AGGC GTT TTT TTA TTC TCT TTC CCC

VvNPR1.1

Introns + Exons

GCA CAA AAA TGT TAA AAT CAA TAC CGGA ATT TGG GTT TTT GTT TTG GAA TGT C

CAT CAA ACT CAA CCC AAC AAA CCGGG AGG CTT CGT TTT CTC TTG C

CAG TGG CAA AAG ATG CAG TTGAA TCA TTT GAT GTT ATG CAT A

CCC ATC TAT TGG TTG CAA GTC ACCGGC GTA ATT CAC TTT GGT TGG TTG

VvNPR1.2

GGG AGA TCT AAA CTT TTT CCC AAG GCGGG GAA ACT TGT GCT TGC TGC AAT TTT TAT C

TCA TAA TTT TCT AGC CTT GTG ACTGG A GA TGG GTC GAC GC

CTG TTT TCA CAA GGG CAT TCA TCC TTG AAC GTGG CAT TTG CAC GAT TAT TCT TCC

CTC TAT TTT CCA GGT ACA GCGG CGT CTT ACC AAC T

CTG AAA AAG TGA GAC CAG CTC TGG TAATG GCC AAT TCA GCT GAG C

VvNPR1.2

Exons

Utilisation

TTA CTT CTT GCA AGA GAG TCT ATGG ACC TTG GGA AAC GCT TTT

CAG TTT TGG ACA GTG CTC TTA GCCTTG GAC TAG CAA AAC TTC TAT TCC

CTC TAT TTT CCT TGA GGT ACA ACA GAGA CGC CTG ATG GAC ATT C

CTG ATA AAG GCC GAC CAA TATG GAC TAC AGA GCT GCT C

VvNPR1.1

Anti-sens (5’�3’)Sens  (5’�3’)Gene

TGC TTT TAC AAA CAA GGG CCA GGGA CCT TAA AAA GTT AAA ACA

CCA ACC ACA AAA CTA AAA ATA AGT CATG ATA TTG TGA TTG TGA TGG A

CAA CAC TAG CAT TTA GGT TTG ATCCCT TGT GAG ATT TGT ATG AC

ATG GAA ACA GGG GAA TTC AAG AAA TGGCA AAA ATG GAA CAG GGG CAG GAA A

CCC CAA GGG GTT ATG CTA GTT ATG CGG CCG CTG CAG

ATT ACT TCT TGC AAG AGA GTC TAC TGT TAT TC

CCA TGG AGG CCG AAT TCC CGG GGA TCC

TTA TGG ACT ACA GAG CTG CTC TCT CC
VvNPR1.1

ATT CAT CTG CAG CTC GAG CTC GAT GGA TCC ACT ATT

CAA CTA AAT TAC CTT GTG AAA TAA TAC AA

TGA ATT CCA CCC GGG TGG GCA TCG ATT

AAT GAA CTC TTC ATC CAC TCA CTT TGT C
VvTGA4

ATC TGC AGC TCG AGC TCG ATG GAT

CCA CTA GGC AGG CTC ACG GGG A

CCA GTG AAT TCC ACC CGG GTG GGC ATC

GAT TAA TGA GCT CTT CAT CAA CTC AAT TTG C
VvTGA1

Double hybride

TCT GCA GTA AAT CAC CTC TAT TTT CCA GGAA AAA TTA AAT CAA TAA TGC AG

AAT CAT CGA GGA  AAA GTC TGA CAA GAC

TCA TAG GAA TGA AAA TCA TAA ATG

ou

CTT TCA AAA GAG CCT TGC TCA TTA

GCC CCC AAA TTA AAC AGT TTT ACGAG AAC AAA CAT GTA AGT TG

TCA TAA ATT GTC ATT AGC GTG GGAGAT TTT TCC TCA TAT TTG CAT

CAT AAC ACG ACA GTA GAT GAT AGGC GTT TTT TTA TTC TCT TTC CCC

VvNPR1.1

Introns + Exons

GCA CAA AAA TGT TAA AAT CAA TAC CGGA ATT TGG GTT TTT GTT TTG GAA TGT C

CAT CAA ACT CAA CCC AAC AAA CCGGG AGG CTT CGT TTT CTC TTG C

CAG TGG CAA AAG ATG CAG TTGAA TCA TTT GAT GTT ATG CAT A

CCC ATC TAT TGG TTG CAA GTC ACCGGC GTA ATT CAC TTT GGT TGG TTG

VvNPR1.2

GGG AGA TCT AAA CTT TTT CCC AAG GCGGG GAA ACT TGT GCT TGC TGC AAT TTT TAT C

TCA TAA TTT TCT AGC CTT GTG ACTGG A GA TGG GTC GAC GC

CTG TTT TCA CAA GGG CAT TCA TCC TTG AAC GTGG CAT TTG CAC GAT TAT TCT TCC

CTC TAT TTT CCA GGT ACA GCGG CGT CTT ACC AAC T

CTG AAA AAG TGA GAC CAG CTC TGG TAATG GCC AAT TCA GCT GAG C

VvNPR1.2

Exons

Utilisation

TTA CTT CTT GCA AGA GAG TCT ATGG ACC TTG GGA AAC GCT TTT

CAG TTT TGG ACA GTG CTC TTA GCCTTG GAC TAG CAA AAC TTC TAT TCC

CTC TAT TTT CCT TGA GGT ACA ACA GAGA CGC CTG ATG GAC ATT C

CTG ATA AAG GCC GAC CAA TATG GAC TAC AGA GCT GCT C

VvNPR1.1

Anti-sens (5’�3’)Sens  (5’�3’)Gene

10 ngADN

1,5 UTaq polymérase

200 nMOligonucléotide anti-sens

200 nMOligonucléotide sens

200 µMdNTPs

1,5 mMMgCl2

1XTampon PCR 10X

ConcentrationsProduits

10 ngADN

1,5 UTaq polymérase

200 nMOligonucléotide anti-sens

200 nMOligonucléotide sens

200 µMdNTPs

1,5 mMMgCl2

1XTampon PCR 10X

ConcentrationsProduits 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau M.1 : Conditions générales d’amplification par la technique de PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau M.2 : Liste des amorces utilisées 
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La synthèse d’ADN par cette méthode repose sur une succession de cycles (25 à 30), 

comprenant chacun trois étapes : (a) une dénaturation à haute température séparant les deux 

brins constituant la matrice d’ADN, (b) une hybridation de la matrice avec des amorces 

oligonucléotidiques à une température légèrement inférieure à leur point de fusion 

(temperature melting ou Tm), (c) une étape d’élongation réalisée en présence de tous les 

composants requis pour la polymérisation (Tableau M.1). 

Pour ajouter des sites de restriction aux extrémités des fragments d’ADN à cloner, nous 

utilisons des amorces contenant une extension 5’ non appariée à la matrice portant les 

séquences correspondant aux sites de restriction. Dans ce cas, la réaction de PCR se fait en 

deux étapes : 25 cycles, à une température de fusion correspondant à -2°C de la séquence 

complète des oligonucléotides, sont précédés de 3 cycles à la température de fusion de la 

séquence de l’amorce complémentaire à l’ADN. 

Afin de limiter les mutations non spécifiques liées à la réaction de polymérisation, nous 

avons utilisé une polymérase de haute fidélité [(Platinum Taq (Invitrogen) ou Taq High 

Fidelity (Invitrogen)]. Le produit final a ensuite été soit introduit dans le vecteur de clonage 

pCR2.1 puis séquencé pour vérifier son intégrité, soit séquencé puis utilisé pour la 

recombinaison homologue dans la levure. 

Les gènes VvNPR et VvTGA ont été amplifiés par PCR à partir d’un extrait d’ADN 

génomique ou d’ADN complémentaire à l’aide d’amorces gène-spécifiques (Tableau M.2). 

 

2.2.2. RT-PCR 

Nous avons utilisé le kit (Superscript III Rtase, Invitrogen) qui permet grâce à 

l’utilisation d’amorces oligo dT de rétro-transcrire sur toute leur longueur des ARN 

polyadénylés. La procédure a été réalisée selon les recommandations du fabricant. L’ADN 

complémentaire synthétisé est ensuite amplifié par PCR. Cette approche a été utilisée pour 

analyser en double hybride l’interaction entre les gènes VvNPR et les facteurs de 

transcriptions VvTGA. 

 

2.2.3. Digestion d’ADN par des enzymes de restriction 

Les endonucléases coupent spécifiquement l’ADN bicaténaire et génèrent des 

extrémités franches ou cohésives. Chaque enzyme de restriction présente une activité 

optimale dans un tampon spécifique et à une température donnée. En général, l’hydrolyse se 

déroule à 37°C pendant 1 à 2 heures en présence d’enzyme à raison de 10 unités pour 1 µg 

d’ADN à digérer. 
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2.2.4. Analyse de fragments d’ADN en gel d’agarose 

Les fragments d’ADN obtenus après PCR ou digestion enzymatique sont séparés par 

électrophorèse en gel d’agarose dont le pourcentage [0,8 à 2% (p/v)] varie selon la taille des 

fragments à analyser. L’ADN en suspension dans le tampon de charge 6X [glycérol 15% 

(v/v) ; bleu de bromophénol 0,2% (p/v)], est déposé sur le gel préparé dans du tampon TAE 

1X (Tris-acétate 40 mM ; EDTA 2 mM ; pH 7,8). Après électrophorèse, sous ampérage 

constant (150 à 200 mA), le gel est coloré au bromure d’éthidium et les fragments d’ADN 

sont visualisés sous lumière UV et photographiés par le système Gel Doc Quantity One 

(BioRad). Ceci permet de vérifier l’intégrité de l’ADN et d’estimer la taille des fragments par 

comparaison avec un marqueur de taille (marqueur de taille 1 Kb plus, Invitrogen). 

 

2.2.5. Purification de fragments d’ADN sur gel d’agarose 

Les fragments d’ADN séparés sur gels d’agarose sont découpés sous UV et purifiés en 

utilisant le kit Macherey-Nagel « Nucleospin® Extract II » selon la procédure décrite par le 

fabricant. 

 

2.2.6. Quantification 

La quantité et la qualité des acides nucléiques (ADN génomique, ADN complémentaire 

et produits d’amplification par PCR) sont déterminées par dosage spectrophotométrique à 260 

nm (maximum d’absorption des acides nucléiques) et à 280 nm (maximum d’absorption du 

noyau phénolique des protéines et des polyphénols). 

L’absorbance à 260 nm permet d’évaluer la concentration en acides nucléiques sachant 

qu’une unité de densité optique à 260 nm représente 40 µg/ml d’ARN ou d’ADN simple brin 

et 50 µg/ml d’ADN double brin. Le rapport de densité optique entre 260 et 280 nm témoigne 

de la pureté de l’échantillon. Un rapport supérieur ou égal à 1,8 atteste de sa pureté, un 

rapport inférieur est souvent lié à une contamination par des protéines ou des polyphénols. 

 

2.2.7. Ligation 

La ligation est assurée par la ligase extraite du bactériophage T4 (T4 DNA ligase). Elle 

catalyse la formation d’une liaison phosphodiester entre les extrémités 3’OH libres et 5’P des 

molécules d’ADN en présence d’ATP. La réaction est réalisée avec une unité d’enzyme dans 

un tampon spécifique pendant la nuit à 16°C. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau M.3 : Concentrations des antibiotiques 

Concentrations à ajouter dans les milieux LB liquide ou solide pour les cultures d’E. coli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

50 µg/ml50 µg/mlKanamycine

100 µg/ml100 µg/mlAmpicilline

Milieu solideMilieu liquideAntibiotiques

50 µg/ml50 µg/mlKanamycine

100 µg/ml100 µg/mlAmpicilline

Milieu solideMilieu liquideAntibiotiques
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2.2.8. Culture des bactéries 

Milieu LURIA-BERTANI (LB) : c’est un milieu complet utilisé pour la culture d’E. coli 

qui contient 1% de bactotryptone, 0,5% de Bacto-Yeast Extract et 1% de NaCl. 

Milieu SOC : 2% Bactotryptone, 0,5% de bacto yeast extract, 10 mM de NaCl, 2,5 mM 

de KCl, 10 mM de MgCl2, 10 mM de MgSO4 et 20 mM de glucose. 

Le milieu SOC liquide est utilisé lors de la transformation des bactéries, immédiatement 

après le choc thermique d’E.coli. 

Les milieux sont stérilisés par autoclavage à 120°C pendant 30 min puis additionnés, si 

nécessaire, d’antibiotiques pour sélectionner les cellules résistantes. Les souches bactériennes 

sont cultivées en milieu liquide sous agitation ou sur milieu solide par addition de 1,5% 

d’agar, à une température de 37°C pour les souches dérivant d’E.coli. 

 

2.2.9. Transformation de la souche bactérienne DH5� 

2.2.9.1. Préparation des cellules compétentes 

Un volume de 100 ml de milieu LB est inoculé avec 5 ml d’une pré-culture bactérienne 

en phase stationnaire. La culture est incubée à 37°C avec agitation jusqu’à une absorbance à 

600 nm de 0,2 à 0,4. La culture est centrifugée à 6.000 rpm pendant 8 minutes à 4°C. Le culot 

est repris délicatement avec 20 ml d’une solution de chlorure de calcium 50 mM conservée à 

4°C. Les cellules en suspension sont laissées dans la glace pendant 20 min puis sont à 

nouveau centrifugées (6.000 rpm, 8 min, 4°C). Le culot est finalement repris avec 4 ml de 

solution de chlorure de calcium additionnée de glycérol 17% (v/v). Les cellules peuvent être 

utilisées tout de suite ou aliquotées par fraction de 50 µl et conservées à -80°C. 

 

2.2.9.2. Choc thermique 

La transformation permet d’introduire de l’ADN dans une cellule bactérienne hôte dont 

la paroi a été traitée par des ions calcium qui augmentent sa compétence à la transformation. 

A 50 µl de cellules compétentes est ajouté 0,1 à 1 µg de plasmide ou d’extraits issus 

d’une ligation. Le mélange est laissé 20 minutes dans la glace, puis soumis à un choc 

thermique de 90 secondes à 42°C. Un volume de 150 µl de milieu SOC est alors ajouté et la 

culture est incubée à 37°C pendant une heure pour permettre l’expression des gènes de 

résistance aux antibiotiques adéquats. Les bactéries sont ensuite étalées dans des boîtes de 

Pétri préparées auparavant avec un milieu sélectif (Tableau M.3) et éventuellement 

supplémentées en X-Gal (40 µg/ml) permettant un criblage blanc/bleu. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau M.4 : Préparation d’ADN plasmidique par la technique de lyse alcaline 

 

 

 

 

 

 

Reprise du culot dans 30 µl d’eau

Lavage à l’éthanol 70 %

Séchage sous vide

Précipitation de l’ADN plas midique

Surnageant + 2 volumes d’éthanol 100 %

Incubation 2 minutes à température ambiante

Centrifugation 10 minutes 14 000 rpm à 4°C

Précipitation de l’ADN chromosomique

150 µl solution III

Acétate de potassium 3 M

Acide acétique 5 M

Agitation douce par inversement et incubation 5 minutes à 4°C

Centrifugation 10 minutes 14 000 rpm à 4°c

Lyse alcaline des bactéries

200 µl solution II

NaOH 200 mM

SDS 10%

Agitation douce par inversement et incubation 5 minutes à température ambiante

Remise en suspension des bactéries

100 µl solution I

Tris-HCl 25 mM pH 8

EDTA 10 mM

Glucose 50 mM

Remise en suspension à température ambiante

Obtention d’un culot bactérien

1,5 ml de cu lture bactérienne d’une nuit

Centrifigation 5 minutes 13 000 rpm à 4°C

Reprise du culot dans 30 µl d’eau

Lavage à l’éthanol 70 %

Séchage sous vide

Précipitation de l’ADN plas midique

Surnageant + 2 volumes d’éthanol 100 %

Incubation 2 minutes à température ambiante

Centrifugation 10 minutes 14 000 rpm à 4°C

Précipitation de l’ADN chromosomique

150 µl solution III

Acétate de potassium 3 M

Acide acétique 5 M

Agitation douce par inversement et incubation 5 minutes à 4°C

Centrifugation 10 minutes 14 000 rpm à 4°c

Lyse alcaline des bactéries

200 µl solution II

NaOH 200 mM

SDS 10%

Agitation douce par inversement et incubation 5 minutes à température ambiante

Remise en suspension des bactéries

100 µl solution I

Tris-HCl 25 mM pH 8

EDTA 10 mM

Glucose 50 mM

Remise en suspension à température ambiante

Obtention d’un culot bactérien

1,5 ml de cu lture bactérienne d’une nuit

Centrifigation 5 minutes 13 000 rpm à 4°C
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Après 24 heures d’incubation à 37°C, les bactéries non transformées ne se multiplieront 

pas car elles sont sensibles à l’antibiotique. Les colonies sont ensuite déposées dans un milieu 

sélectif liquide pour une nuit à 37°C. 

 

2.2.10.  Extraction de plasmides par la technique de la lyse alcaline 

Cette étape consiste à extraire l’ADN plasmidique des bactéries et de l’isoler. L’ADN 

plasmidique a été préparé à partir d’une colonie d’E.coli d’intérêt cultivée pendant une nuit 

dans un milieu LB contenant le ou les antibiotiques appropriés. L’ADN plasmidique a été 

obtenu par la technique de la lyse alcaline présentée dans le tableau M.4. 

Le principe de cette extraction d’ADN est la mise en contact du culot bactérien avec un 

détergent anionique (SDS) et de la soude provoquant la lyse des parois cellulaires, la 

dénaturation de l’ADN chromosomique et des protéines, ainsi que la libération de l’ADN 

plasmidique. Pendant la lyse, les protéines bactériennes, les parois cellulaires et l’ADN 

chromosomique dénaturé se complexent avec le SDS. Ces complexes sont ensuite 

efficacement précipités en remplaçant les ions sodium par des ions potassium. L’ADN 

plasmidique présent dans le surnageant peut ensuite être récupéré par précipitation à l’éthanol. 

Le produit final est ensuite analysé sur gel d’agarose puis éventuellement purifié grâce au kit 

commercialisé par Macherey-Nagel « Nucleospin® Extract II ». 

 

2.2.11.  Séquençage 

Le séquençage dans les deux sens des fragments d’intérêt a été effectué par la 

plateforme de séquençage de l’IBMP de Strasbourg et par la société Genoscreen (Lille) selon 

la méthode de Sanger utilisant la Taq polymérase en présence de didésoxynucléotides (Sanger 

et al., 1977). 

 

2.2.12.  Conservation des souches de bactéries et de levures 

Les souches sont conservées à -80°C dans 15% de glycérol (concentration finale), ce qui 

permet de limiter la formation de cristaux à l’intérieur des cellules. 
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2.3.  Technique du double hybride dans la levure 

2.3.1. Culture des levures 

Milieu Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) : ce milieu complet (extraits de levure 

1% ; peptone 2% ; dextrose 2% ; pH 6,5) offre des conditions optimales de croissance pour la 

plupart des souches de S. cerevisiae. 

Milieu Synthetic Dextrose (SD) : le milieu SD est un milieu synthétique utilisé pour la 

culture des levures et qui peut être déficient pour certains acides aminés permettant ainsi la 

sélection des transformants. 

Milieu Yeast Nitrogen Base (YNB) : 1,7% YNB sans sulfate d’ammonium, 5% sulfate 

ammonium, 20 % dextrose. 

Ces milieux (mis à part le milieu complet) peuvent être supplémentés en fonction des 

auxotrophies des souches. Les levures sont cultivées à 28°C en milieu liquide sous agitation 

ou sur milieu solide contenant 1,5% d’agar. En conditions optimales de croissance, lors de la 

phase exponentielle, le temps de génération est de 1 h 30 environ sur milieu complet et de 

2 h 30 environ sur milieu minimum. 

 

2.3.2. Double hybride 

La méthode du double-hybride dans la levure est une technique qui permet d’étudier les 

interactions physiques entre deux protéines in vivo. 

 

2.3.2.1. Préparation des levures 

Ensemencez 30 ml de milieu YPD avec une colonie de levure AH109. Le tout est incubé sous 

agitation (220 rpm) toute la nuit à 28°C. Par la suite, préchauffer 100 ml de milieu YPD à 

28°C ensemencé avec 30 ml de la pré-culture. La culture est incubée à 28°C sous agitation 

jusqu’à une absorbance à 660 nm de 2 à 2,2. La culture est centrifugée à 3.000 rpm pendant 5 

min à 20°C. Le culot est repris avec 40 ml de Tris 10 mM pH 7,5 et centrifugé 5 min à 3.000 

rpm à 20°C. Puis il est repris avec 50 ml de tampon LiAc 1X (LiAc 0,1 M, Tris 10 mM, pH 

7,5) et incubé 40 min à température ambiante sous légère agitation. La culture est centrifugée 

à 14.000 rpm pendant 5 min à 20°C. Le culot est délicatement repris avec 2,25 ml de LiAc 

1X. 
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2.3.2.2. Transformation des levures par choc thermique 

Pour chaque transformation, on ajoute successivement 100 µl de cellules, 10 µl d’ADN 

entraîneur (sperme de saumon à 2 µg.µl-1, préalablement dénaturé 5 min à 100°C puis 

immédiatement refroidi dans la glace) et l’ADN à intégrer. Il s’agira soit de 500 ng de 

plasmide linéaire et 1 à 2 µg de fragment PCR pour la recombinaison homologue in vivo, soit 

de 150 ng de plasmide circulaire. Le mélange est incubé 10 min à température ambiante puis 

300 µl d’une solution de LiAc/PEG (40% de PEG 3350 dans LiAc) sont ajoutés. 

Le PEG fragilise la paroi cellulaire et l’ADN entraîneur facilite l’entrée des plasmides 

dans les levures. Après homogénéisation par inversement, le mélange de transformation est 

incubé 10 min à température ambiante puis 15 min à 42°C. Après une centrifugation de 4 min 

à 14.000 rpm à 20°C, le surnageant est éliminé. Le culot est repris dans 500 µl d’YPD puis 

incubé 1 h à 28°C sans agitation. Le mélange est centrifugé 4 min à 14.000 rpm à 20°C puis le 

culot est repris dans 1 ml de Tris 10 mM pH 7,5 et 100 µl sont étalés sur un milieu sélectif 

déficient en acides aminés adéquats. Seuls les transformants ayant soit réalisé la 

recombinaison homologue, soit intégré le ou les plasmides souhaités pourront pousser sur ce 

milieu après 2 à 3 jours d’incubation à 28°C. 

 

2.3.3. Extraction d’ADN plasmidique des clones recombinants de levure 

Une colonie de la souche de levures d’intérêt est inoculée dans 5 ml de milieu sélectif 

approprié. Après une nuit à 28°C sous agitation, la culture est centrifugée à 3.000 rpm 

pendant 5 min à 4°C et le culot est repris dans 250 µl de tampon de broyage (Tris-HCl 10 mM 

pH 8, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Triton 2%, SDS 1%). Après ajout de 250 µl de 

phénol/chloroforme et de billes de verre (0,5 mm de diamètre), le tout est mélangé 

énergiquement avec un vortex pendant 3 min. La phase aqueuse est récupérée après une 

centrifugation de 10 min à 12.000 rpm à 4°C. Les acides nucléiques sont précipités toute la 

nuit à –20°C avec de l’AcNH4 0,4 M et 3 volumes d’éthanol 100%. Une sédimentation des 

acides nucléiques par une centrifugation de 40 min, 13.000 rpm, 4°C, puis un lavage avec 1 

ml d’éthanol 70% sont réalisés. 

Une dernière centrifugation de 10 min à 13.000 rpm et 4°C est effectuée avant le 

séchage du culot sous vide. Le culot est ensuite repris avec 40 µl d’eau. 
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7
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symptômes – pratiquement pas de fructifications ni de points de tapisserie.

9

Moyen : taches délimitées, d’un diamèt re de 1 à 2 cm – fructifications du 
chamignon plus ou moins abondantes – formation des points de tapisserie 
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5

Faible : taches non délimitées et étendues – fructificat ions abondantes du 
champignon – nombreux points de tapisserie – chute de feuilles moins 
précoce que dans la classe 1.

3
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parasité – fructifications abondantes du champignon – faciès « point de 
tapisserie » très marqué – chute de feuilles très précoce.
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Figure M.1 : Principales étapes de l’évaluation quantitative de la résistance au mildiou. 
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2.4.  Evaluation de la résistance des plantes aux pathogènes 

2.4.1. Récolte du matériel végétal et mise en place du dispositif 

Une à deux feuilles de vignes (plantes cultivées en serre ou au vignoble) sont prélevées 

entre la 5ème et la 10ème feuilles en partant du sommet du plant. Des disques de 1 cm de 

diamètre sont ensuite découpés à l’emporte pièce. Parallèlement, du papier absorbant est 

humidifié et placé au font de chaques boîtes de Pétri. Les disques sont alors disposés dans les 

boîtes de Pétri face inférieure vers le haut. 

 

2.4.2. Inoculation de l’agent pathogène Plasmopara viticola 

La pulvérisation de l’inoculum (3.104spores/ml) s’effectue à l’aide d’un pulvérisateur à 

main à réserve d’air comprimé en 1 fois 2 passages. Les boîtes contenant les disques foliaires 

sont ensuite refermées et mises dans la chambre de culture à 21°C et sous une photopériode 

de 16h de jour / 8h de nuit pendant 6 jours sous une lumière blanche. Les conditions de 

culture de l’inoculum au laboratoire sont plus favorables à l'infection et à la sporulation de 

l’agent pathogène qu’au vignoble. 

 

2.4.3. Observations : Notations OIV 

La nécrose des plantes et la sporulation de l’agent pathogène sont observées de manière 

concomittante par une observation visuelle utilisant la notation semi quantitative OIV 452 

(Figure M.5) recommandée par l’Organisation Internationale de la vigne et du Vin 

(http://news.reseau-concept.net/images/oiv/client/Code_descripteurs_2ed_FR.pdf). 

Parallèlement le nombre de spores a été compté (Beckman coulter). 

 

3. Méthodes de bioinformatique 

Les logiciels ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html), BioEdit et 

Finch TV nous ont permis de vérifier les données de séquençages et de réaliser les 

alignements de séquences. Le logiciel Blast (NCBI) a été utilisé pour la recherche de 

séquences nucléotiques et protéiques chez d’autres espèces présentant des homologies avec 

les VvNPR et les VvTGA. 

Les traductions des séquences nucléiques en séquences protéiques ont été réalisées sur le 

site EXPASY (http://www.expasy.ch/tools/dna.html). 
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Les arbres phylogénétiques ont été réalisés avec le logiciel Phylo_win (Galtier et al., 

1996). Les arbres phylogénétiques ont été calculés avec la méthode du « Neighbour joining » 

(Saitou et Nei, 1987) en éliminant systématiquement les positions « Gaps » des analyses. 

Enfin, la technique du « Bootstrap » a été utilisée pour estimer la probabilité de l’existence 

des différents nœuds de chacun des arbres phylogénétiques. 

Le contexte génomique de chacun des gènes VvNPR a été analysé avec le programme 

PLACE « Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements » (Higo et al., 1999) disponible en 

ligne sur le site PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/). 

La recherche d’éléments transposables a été réalisée à l’aide du logiciel RepBase 

(http://www.girinst.org/censor/index.php). 
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Auxine, liaison 
ARF1

-1884(+), -16(+)TGTCTCARFAT

Voie anaérobie-207(+), -1711(-), -529(-)AAACAAA
ANAERO1CONSE
NSUS

-1921(+), -1665(+), -1176(+),
-1052(+), -1026(+), -891(+),
-816(+), -478(+), -446(+),
-1993(-), -1892(-), -1846(-),
-1603(-), -1518(-), -1280(-),
-1236(-), -1039(-), -971(-),
-954(-), -594(-), -355(-), -323(-),
-313(-), -309(-)

-452(+) 

-427(+), -1622(-), -1532(-),
-568(-)

-1031(+), -1362(-), -475(-)

-1367(+), -1041(+), -295(+),
-181(+), -1932(+), -997(+),
-534(+), -1857(+), -1835(+),
-1444(+), -1319(+), -1257(+),
-987(+), -952(+), -782(+),
-311(+), -1969(-), -1679(-),
-1607(-), -1275(-), -1269(-),
-1246(-), -1192(-), -1179(-),
-1099(-), -1072(-), -746(-),
-640(-), -213(-), -103(-)

-1023(+)

-705(+), -1695(-), -1978(-),
-164(-)

-1840(+), -1534(+), -85(+),
-1138(-), -917(-), -430(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

ABA, stress 
osmotique

-1302(+)ACGTSSSC ABREOSRAB21

Déshydratation 
sénescence, 
étiolement

-946(+)ACGTGABRELATERD1

Graine-1552(+)TGHAAARK -300ELEMENT

Plaste-794(-) TATTCT-10PEHVPSBD

Voie anaérobie-946(-)AGCAGC
ANAERO2CONSE
NSUS

a-amylase, 
stockage sucre

-1410(+)TATCCATAMYBOX2

a-amylase-589(-)TAACARAAMYBOX1

Déshydratation 
sénescence, 
étiolement

-1933(+), -946(+)(-), -1302(-)ACGTACGTATERD1

ABA-946(+)ACGTGKC
ACGTABREMOTI
FA2OSEM

Liaison FT BELL-1847(+), -1095(-)TGTCABIHD1OS

Auxine, racine, 
meristème

-1033(+)KGTCCCATAUXREPSIAA4

as-1 élément, 
auxine, SA, 
lumière, stress 
biotique et 
abiotique (as-1 
élément), FT 
TGA, SAR, 
résistance maladie

-1136(+), -1080(-)TGACG
ASF1MOTIFCAM
V

Cytokinines

-1679(+), -1626(+), -849(+),
-799(+), -628(+), -508(+),
-13(+),-8(+), -895(+), -903(+),
-1556(+), -1529(+), -1513(+),
-1280(+), -773(+), -1998(-),
-1954(-), -1932(-), -1895(-),
-1861(-), -1706(-), -1674(-),
-1523(-), -1351(-), -1336(-),
-1182(-), -1083(-), -813(-)

NGATT ARR1AT

Voie anaérobie-473(-)TCATCAC
ANAERO3CONSE
NSUS

Graine

-1999(+), -1945(+), -1929(+),
-1671(+), -1230(+), -1105(+),
-1084(+), -890(+), -424(+),
-232(+), -1856(-), -1828(-),
-1739(-), -1624(-), -1554(-),
-901(-), -872(-), -718(-), -679(-),
-476(-), -422(-), -214(-), -6(-)

CAAT CAATBOX1

Liaison 
DCMYB1, 
eliciteur PAL

-1062(+), -62(-) ACCWWCC
BOXLCOREDCP
AL

Plaste atpB-1979(-), -148(-) ATAGAABOXIINTPATPB

Auxine, liaison 
ARF1

-1884(+), -16(+)TGTCTCARFAT

Voie anaérobie-207(+), -1711(-), -529(-)AAACAAA
ANAERO1CONSE
NSUS

-1921(+), -1665(+), -1176(+),
-1052(+), -1026(+), -891(+),
-816(+), -478(+), -446(+),
-1993(-), -1892(-), -1846(-),
-1603(-), -1518(-), -1280(-),
-1236(-), -1039(-), -971(-),
-954(-), -594(-), -355(-), -323(-),
-313(-), -309(-)

-452(+) 

-427(+), -1622(-), -1532(-),
-568(-)

-1031(+), -1362(-), -475(-)

-1367(+), -1041(+), -295(+),
-181(+), -1932(+), -997(+),
-534(+), -1857(+), -1835(+),
-1444(+), -1319(+), -1257(+),
-987(+), -952(+), -782(+),
-311(+), -1969(-), -1679(-),
-1607(-), -1275(-), -1269(-),
-1246(-), -1192(-), -1179(-),
-1099(-), -1072(-), -746(-),
-640(-), -213(-), -103(-)

-1023(+)

-705(+), -1695(-), -1978(-),
-164(-)

-1840(+), -1534(+), -85(+),
-1138(-), -917(-), -430(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

ABA, stress 
osmotique

-1302(+)ACGTSSSC ABREOSRAB21

Déshydratation 
sénescence, 
étiolement

-946(+)ACGTGABRELATERD1

Graine-1552(+)TGHAAARK -300ELEMENT

Plaste-794(-) TATTCT-10PEHVPSBD

Voie anaérobie-946(-)AGCAGC
ANAERO2CONSE
NSUS

a-amylase, 
stockage sucre

-1410(+)TATCCATAMYBOX2

a-amylase-589(-)TAACARAAMYBOX1

Déshydratation 
sénescence, 
étiolement

-1933(+), -946(+)(-), -1302(-)ACGTACGTATERD1

ABA-946(+)ACGTGKC
ACGTABREMOTI
FA2OSEM

Liaison FT BELL-1847(+), -1095(-)TGTCABIHD1OS

Auxine, racine, 
meristème

-1033(+)KGTCCCATAUXREPSIAA4

as-1 élément, 
auxine, SA, 
lumière, stress 
biotique et 
abiotique (as-1 
élément), FT 
TGA, SAR, 
résistance maladie

-1136(+), -1080(-)TGACG
ASF1MOTIFCAM
V

Cytokinines

-1679(+), -1626(+), -849(+),
-799(+), -628(+), -508(+),
-13(+),-8(+), -895(+), -903(+),
-1556(+), -1529(+), -1513(+),
-1280(+), -773(+), -1998(-),
-1954(-), -1932(-), -1895(-),
-1861(-), -1706(-), -1674(-),
-1523(-), -1351(-), -1336(-),
-1182(-), -1083(-), -813(-)

NGATT ARR1AT

Voie anaérobie-473(-)TCATCAC
ANAERO3CONSE
NSUS

Graine

-1999(+), -1945(+), -1929(+),
-1671(+), -1230(+), -1105(+),
-1084(+), -890(+), -424(+),
-232(+), -1856(-), -1828(-),
-1739(-), -1624(-), -1554(-),
-901(-), -872(-), -718(-), -679(-),
-476(-), -422(-), -214(-), -6(-)

CAAT CAATBOX1

Liaison 
DCMYB1, 
eliciteur PAL

-1062(+), -62(-) ACCWWCC
BOXLCOREDCP
AL

Plaste atpB-1979(-), -148(-) ATAGAABOXIINTPATPB
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Liaison à E2F-78(+)WTTSSCSS E2FCONSENSUS

Enhancer, CAMV 
35S

-123(+), -121(+)TCTCTCTCTCTRMCAMV35S

Liaison à CCA1-1041(-)AAMAATCTCCA1ATLHCB1

-1512(-), -1499(-)

-1912(+), -1829(+), -1822(+),
-1818(+), -1761(+), -1542(+),
-1484(+), -1420(+), -1250(+),
-1018(+), -1011(+), -919(+),
-691(+), -1978(-), -1904(-),
-1635(-), -1431(-), -1206(-),
-1185(-), -1121(-), -795(-),
-589(-), -556(-), -546(-), -164(-),
-126(-), -114(-), -79(-), -69(-),
-21(-)

-1946(+)(-), -1800(+)(-),
-237(+)(-)

-831(+), -945(-) 

-1370(-), -294(-) 

-447(+), -1603(-), -1518(-)

-1261(+)(-)

-1898(+)(-), -1865(+)(-),
-1530(+)(-), -1457(+)(-),
-1327(+)(-), -816(+)(-)

-1092(+), -1505(-), -539(-),
-267(-)

-1646(+), -1436(+), -174(+),
-71(+), -32(+), -1900(+),
-1874(+), -1813(+), -1687(+),
-558(+), -443(+), -62(+),
-1827(-), -1801(-), -1588(-),
-1571(-), -1497(-), -1418(-),
-1202(-), -1009(-), -982(-),
-929(-), -260(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

Gibbérelline, 
graine

-522(-)CAACTCCAREOSREP1

Mésophylle

-1215(+), -1169(+), -361(+),
-68(+), -1382(+), -843(+),
-317(+), -1644(-), -1594(-),
-1591(-), -1574(-), -1534(-),
-1292(-), -1129(-), -856(-),
-730(-), -467(-), -390(-), -280(-),
-272(-), -138(-), -107(-), -95(-),
-34(-)

YACTCACTFTPPCA1

Liaison DtRE
(noir)

-1040(-), -910(-) CAAAACGCCDA1ATCAB2

Augmente 
expression gènes 
HS

-1231(+), -233(+), -1624(-),
-872(-), -422(-)

CCAATCCAATBOX1

Déshydratation, 
froid

-1221(+), -1019(+), -1446(+)(-),
-299(-)

RYCGAC CBFHV

Auxine
-1472(+)(-), -1208(+)(-),
-1164(+)(-), -186(+)(-)

CATATG
CATATGGMSAU
R

Liaison des FT à
MADS domaine

-1719(+)(-) 
CWWWWWWW
WG

CARGCW8GAT

Cytokinine-1683(+)TATTAG CPBCSPOR

Carbohydrate, 
sucre

-420(+)TGGACGG CMSRE1IBSPOA

Expression 
circadienne 
(lumière, feuille, 
pousse)

-753(-), -12(-) CAANNNNATC
CIACADIANLEL
HC

a-amylase, 
stockage sucre

-1017(+)CGACG CGACGOSAMY3

Graine-1650(+)TGTTAAAGT 
CEREGLUBOX1P
SLEGA

SA, ABA-1221(+), -1019(+), -299(-)ACCGAC
DRE2COREZMR
AB17

Liaison des b-ZIP
FT (ABA)

-1442(+), -282(-)ACACNNG 
DPBFCOREDCDC
3

Liaison des FT 
DOF

-1646(+), -1638(+), -1628(+),
-564(+), -1488(+), -1453(+),
-1101(+), -981(+), -560(+),
-97(+), -36(+), -1840(-), -1703(-),
-1333(-), -1225(-), -1198(-),
-1190(-), -1152(-), -990(-),
-986(-), -841(-), -758(-), -655(-),
-634(-), -599(-), -442(-), -310(-),
-227(-), -81(-), -66(-)

AAAGDOFCOREZM

Oxygène
-1948(+)(-), -1291(+)(-),
-939(+)(-)

GTAC CURECORECR

Froid-1446(+)(-)GTCGACCRTDREHVCBF2

Déshydratation, 
froid

-1221(+), -1019(+), -299(-)RCCGACDRECRTCOREAT

Liaison à E2F-78(+)WTTSSCSS E2FCONSENSUS

Enhancer, CAMV 
35S

-123(+), -121(+)TCTCTCTCTCTRMCAMV35S

Liaison à CCA1-1041(-)AAMAATCTCCA1ATLHCB1

-1512(-), -1499(-)

-1912(+), -1829(+), -1822(+),
-1818(+), -1761(+), -1542(+),
-1484(+), -1420(+), -1250(+),
-1018(+), -1011(+), -919(+),
-691(+), -1978(-), -1904(-),
-1635(-), -1431(-), -1206(-),
-1185(-), -1121(-), -795(-),
-589(-), -556(-), -546(-), -164(-),
-126(-), -114(-), -79(-), -69(-),
-21(-)

-1946(+)(-), -1800(+)(-),
-237(+)(-)

-831(+), -945(-) 

-1370(-), -294(-) 

-447(+), -1603(-), -1518(-)

-1261(+)(-)

-1898(+)(-), -1865(+)(-),
-1530(+)(-), -1457(+)(-),
-1327(+)(-), -816(+)(-)

-1092(+), -1505(-), -539(-),
-267(-)

-1646(+), -1436(+), -174(+),
-71(+), -32(+), -1900(+),
-1874(+), -1813(+), -1687(+),
-558(+), -443(+), -62(+),
-1827(-), -1801(-), -1588(-),
-1571(-), -1497(-), -1418(-),
-1202(-), -1009(-), -982(-),
-929(-), -260(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

Gibbérelline, 
graine

-522(-)CAACTCCAREOSREP1

Mésophylle

-1215(+), -1169(+), -361(+),
-68(+), -1382(+), -843(+),
-317(+), -1644(-), -1594(-),
-1591(-), -1574(-), -1534(-),
-1292(-), -1129(-), -856(-),
-730(-), -467(-), -390(-), -280(-),
-272(-), -138(-), -107(-), -95(-),
-34(-)

YACTCACTFTPPCA1

Liaison DtRE
(noir)

-1040(-), -910(-) CAAAACGCCDA1ATCAB2

Augmente 
expression gènes 
HS

-1231(+), -233(+), -1624(-),
-872(-), -422(-)

CCAATCCAATBOX1

Déshydratation, 
froid

-1221(+), -1019(+), -1446(+)(-),
-299(-)

RYCGAC CBFHV

Auxine
-1472(+)(-), -1208(+)(-),
-1164(+)(-), -186(+)(-)

CATATG
CATATGGMSAU
R

Liaison des FT à
MADS domaine

-1719(+)(-) 
CWWWWWWW
WG

CARGCW8GAT

Cytokinine-1683(+)TATTAG CPBCSPOR

Carbohydrate, 
sucre

-420(+)TGGACGG CMSRE1IBSPOA

Expression 
circadienne 
(lumière, feuille, 
pousse)

-753(-), -12(-) CAANNNNATC
CIACADIANLEL
HC

a-amylase, 
stockage sucre

-1017(+)CGACG CGACGOSAMY3

Graine-1650(+)TGTTAAAGT 
CEREGLUBOX1P
SLEGA

SA, ABA-1221(+), -1019(+), -299(-)ACCGAC
DRE2COREZMR
AB17

Liaison des b-ZIP
FT (ABA)

-1442(+), -282(-)ACACNNG 
DPBFCOREDCDC
3

Liaison des FT 
DOF

-1646(+), -1638(+), -1628(+),
-564(+), -1488(+), -1453(+),
-1101(+), -981(+), -560(+),
-97(+), -36(+), -1840(-), -1703(-),
-1333(-), -1225(-), -1198(-),
-1190(-), -1152(-), -990(-),
-986(-), -841(-), -758(-), -655(-),
-634(-), -599(-), -442(-), -310(-),
-227(-), -81(-), -66(-)

AAAGDOFCOREZM

Oxygène
-1948(+)(-), -1291(+)(-),
-939(+)(-)

GTAC CURECORECR

Froid-1446(+)(-)GTCGACCRTDREHVCBF2

Déshydratation, 
froid

-1221(+), -1019(+), -299(-)RCCGACDRECRTCOREAT
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A-Box-1706(-), -1702(-)AATAAAYAAA MARABOX1

Liaison avec FT 
GT-1

-1653(-)
KWGTGRWAAW
RW

GT1MOTIFPSRB
CS

Germination 
graine

-1023(+), -220(+) TAACAARGAREAT

-1648(+), 1561(+), -893(+),
-1894(-), -973(-), -262(-)

-1088(-)

-1917(+), -1909(+), -370(+),
-352(+), -320(+), -1304(-),
-1221(-), -1086(-), -993(-)

-1087(-)

-1507(+), -1445(+), -259(+),
-1965(-), -1647(-), -1437(-),
-1265(-), -1029(-), -175(-), -33(-)

-1939(+), -704(+), -229(+),
-1977(-), -1651(-), -1344(-),
-1162(-), -1126(-), -574(-),
-163(-)

-1940(+), -1939(+), -1917(+),
-1334(+), -1153(+), -1015(+),
-704(+), -352(+), -320(+),
-229(+), -1670(-), -1578(-),
-1305(-), -1111(-), -950(-),
-926(-), -896(-), -729(-), -551(-),
-1977(-), -1651(-), -1398(-),
-1344(-), -1222(-), -1162(-),
-1126(-), -1110(-), -994(-),
-574(-), -163(-) 

-1917(+), -1909(+), -1675(+),
-1536(+), -1370(+), -370(+),
-352(+), -320(+), -1619(-),
-1416(-), -1303(-), -1220(-),
-1085(-), -992(-), -54(-) 

-1425(+), -619(-)

-278(-)

-1856(+), -1505(+), -951(+),
-1427(-), -1093(-), -106(-)

-1951(+)(-), -1573(+)(-),
-1512(+)(-), -1499(+)(-),
-1339(+)(-), -1261(+)(-),
-204(+)(-), -158(+)(-), -136(+)(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

Sénescence-499(-), -493(-)AWTTCAAA ERELEE4

Liaison WRKY1 
et WRKY2, PR1, 
SA

-1149(+), -516(-)TTGACC
ELRECOREPCRP
1

Liaison aux FT 
MYB LCR1

-1512(+), -772(+), -627(+), 
-1973(-), -432(-), -403(-), -74(-)

GANTTNC EECCRCAH1

Lumière

-1940(+)(-), -1472(+)(-),
-1464(+)(-), -1208(+)(-),
-1164(+)(-), -424(+)(-),
-274(+)(-), -259(+)(-), -253(+)(-),
-186(+)(-)

CANNTGEBOXBNNAPA

Liaison des FT 
GT1, (lumière, 
stabilise complexe 
transc, SA, 
pathogènes, sels)

-1935(+), -1710(+), -1503(+),
-1317(+), -1308(+), -1267(+),
-1511(-), -610(-), -1668(-),
-1224(-), -1197(-), -593(-),
-287(-), -176(-), -175(-), -151(-)

GRWAAWGT1CONSENSUS

Auxine-1033(+)GGTCCCAT
GGTCCCATGMS
AUR

Liaison des FT 
GATA, (Forte 
expression, 
lumière, nitrate)

-1935(+), -1913(+), -1710(+),
-1635(+), -1272(+), -1267(+),
-1013(+), -689(+), -676(+),
-479(+), -1666(-), -1410(-),
-1201(-), -1176(-), -996(-),
-930(-), -687(-), -262(-)

GATA GATABOX

Gibbérelline-589(-)TAACAGAGARE1OSREP1

Graine-946(+)ACGTGTC GADOWNAT

Lumière-1272(+), -1413(-), -933(-)GATAAGR IBOXCORENT

Lumière
-1935(+), -1710(+), -1272(+),
-1267(+), -1667(-), -1411(-),
-931(-), -263(-)

GATAA IBOXCORE

Liaison LeMYB1
-1272(+), -1412(-), -932(-),
-264(-)

GATAAG IBOX

Pollen

-1461(+), -1242(+), -1137(+),
-1128(+), -1096(+), -774(+),
-729(+), -641(+), -547(+),
-473(+), -238(+), -1170(-),
-1064(-), -409(-), -362(-), -69(-)

GTGAGTGANTG10

Pathogène-593(-), -176(-), -151(-)GAAAAA GT1GMSCAM4

ABA, froid, 
sécheresse

-1220(+), -1018(+), -484(-),
-299(-)

CCGAC
LTRECOREATCO
R15

Initiateur, lumière
-1171(+), -1697(+), -363(+),
-70(+), -22(+), -1907(-), -1549(-)

YTCANTYYINRNTPSADB

A-Box-1706(-), -1702(-)AATAAAYAAA MARABOX1

Liaison avec FT 
GT-1

-1653(-)
KWGTGRWAAW
RW

GT1MOTIFPSRB
CS

Germination 
graine

-1023(+), -220(+) TAACAARGAREAT

-1648(+), 1561(+), -893(+),
-1894(-), -973(-), -262(-)

-1088(-)

-1917(+), -1909(+), -370(+),
-352(+), -320(+), -1304(-),
-1221(-), -1086(-), -993(-)

-1087(-)

-1507(+), -1445(+), -259(+),
-1965(-), -1647(-), -1437(-),
-1265(-), -1029(-), -175(-), -33(-)

-1939(+), -704(+), -229(+),
-1977(-), -1651(-), -1344(-),
-1162(-), -1126(-), -574(-),
-163(-)

-1940(+), -1939(+), -1917(+),
-1334(+), -1153(+), -1015(+),
-704(+), -352(+), -320(+),
-229(+), -1670(-), -1578(-),
-1305(-), -1111(-), -950(-),
-926(-), -896(-), -729(-), -551(-),
-1977(-), -1651(-), -1398(-),
-1344(-), -1222(-), -1162(-),
-1126(-), -1110(-), -994(-),
-574(-), -163(-) 

-1917(+), -1909(+), -1675(+),
-1536(+), -1370(+), -370(+),
-352(+), -320(+), -1619(-),
-1416(-), -1303(-), -1220(-),
-1085(-), -992(-), -54(-) 

-1425(+), -619(-)

-278(-)

-1856(+), -1505(+), -951(+),
-1427(-), -1093(-), -106(-)

-1951(+)(-), -1573(+)(-),
-1512(+)(-), -1499(+)(-),
-1339(+)(-), -1261(+)(-),
-204(+)(-), -158(+)(-), -136(+)(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

Sénescence-499(-), -493(-)AWTTCAAA ERELEE4

Liaison WRKY1 
et WRKY2, PR1, 
SA

-1149(+), -516(-)TTGACC
ELRECOREPCRP
1

Liaison aux FT 
MYB LCR1

-1512(+), -772(+), -627(+), 
-1973(-), -432(-), -403(-), -74(-)

GANTTNC EECCRCAH1

Lumière

-1940(+)(-), -1472(+)(-),
-1464(+)(-), -1208(+)(-),
-1164(+)(-), -424(+)(-),
-274(+)(-), -259(+)(-), -253(+)(-),
-186(+)(-)

CANNTGEBOXBNNAPA

Liaison des FT 
GT1, (lumière, 
stabilise complexe 
transc, SA, 
pathogènes, sels)

-1935(+), -1710(+), -1503(+),
-1317(+), -1308(+), -1267(+),
-1511(-), -610(-), -1668(-),
-1224(-), -1197(-), -593(-),
-287(-), -176(-), -175(-), -151(-)

GRWAAWGT1CONSENSUS

Auxine-1033(+)GGTCCCAT
GGTCCCATGMS
AUR

Liaison des FT 
GATA, (Forte 
expression, 
lumière, nitrate)

-1935(+), -1913(+), -1710(+),
-1635(+), -1272(+), -1267(+),
-1013(+), -689(+), -676(+),
-479(+), -1666(-), -1410(-),
-1201(-), -1176(-), -996(-),
-930(-), -687(-), -262(-)

GATA GATABOX

Gibbérelline-589(-)TAACAGAGARE1OSREP1

Graine-946(+)ACGTGTC GADOWNAT

Lumière-1272(+), -1413(-), -933(-)GATAAGR IBOXCORENT

Lumière
-1935(+), -1710(+), -1272(+),
-1267(+), -1667(-), -1411(-),
-931(-), -263(-)

GATAA IBOXCORE

Liaison LeMYB1
-1272(+), -1412(-), -932(-),
-264(-)

GATAAG IBOX

Pollen

-1461(+), -1242(+), -1137(+),
-1128(+), -1096(+), -774(+),
-729(+), -641(+), -547(+),
-473(+), -238(+), -1170(-),
-1064(-), -409(-), -362(-), -69(-)

GTGAGTGANTG10

Pathogène-593(-), -176(-), -151(-)GAAAAA GT1GMSCAM4

ABA, froid, 
sécheresse

-1220(+), -1018(+), -484(-),
-299(-)

CCGAC
LTRECOREATCO
R15

Initiateur, lumière
-1171(+), -1697(+), -363(+),
-70(+), -22(+), -1907(-), -1549(-)

YTCANTYYINRNTPSADB
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Liaison à MYB-1023(+)TAACAAAMYBGAHV

Cyclin B1-274(+), -1394(-)AACGG
MYBCOREATCY
CB1

Elément ARS-496(-)WTTTATRTTTWMARARS

-815(+), -679(+), -1722(-),
-958(-), -652(-), -330(-)

-1764(+), -977(+), -738(+),
-381(+), -1842(-), -1773(-),
-1715(-), -1706(-), -1702(-),
-1698(-), -1239(-), -1065(-),
-962(-), -647(-), -597(-), -582(-),
-554(-), -516(-), -87(-)

-1644(+), -1472(+), -1089(+),
-116(+), -81(+)

-1912(+), -1542(+), -797(-) 

-1186(+), -590(+), -1830(-),
-1762(-)

-1644(+), -1472(+), 1089(+),
-116(+), -81(+)

-1912(+), -1542(+), -797(-)

-1951(+)(-), -1573(+)(-),
-1512(+)(-), -1499(+)(-),
-1339(+)(-), -1261(+)(-),
-204(+)(-), -158(+)(-), -136(+)(-)

-1512(-)

-1512(+)

-451(+)

-453(+), -775(-), -719(-), -526(-)

-1394(+), -275(-)

-275(+), -1394(-)

-1809(+), -454(+), -1601(-),
-716(-), -523(-)

-1659(+), -1658(+), -1657(+),
-1656(+), -661(+), -520(+),
-91(+), -1289(-), -908(-), -907(-),
-755(-), -754(-), -738(-), -629(-),
-497(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

Liaison à DOF 
(NtBBF1)

-443(+), -1647(-), -37(-)ACTTTA NTBBF1ARROLB

Nodule
-1192(+), -760(+), -312(+),
-559(-), -524(-)

CTCTT NODCON2GM

Nodule
-1638(+), -1628(+), -1564(+),
-1705(-), -1335(-), -1200(-),
-636(-)

AAAGAT NODCON1GM

Liaison à MYC

-1940(+)(-) , -1472(+)(-),
-1464(+)(-), -1208(+)(-),
-1164(+)(-), -424(+)(-),
-274(+)(-), -259(+)(-), -253(+)(-),
-186(+)(-)

CANNTG
MYCCONSENSU
SAT

Signal de 
polyadenylation

-1888(+), -1726(+), -1104(+),
-1878(-), -1781(-), -1734(-),
-875(-)

AATAAAPOLASIG1

Promoteur du 
gène PAL

-703(-), -419(-)CCGTCC PALBOXAPC

Nodule racinaire
-1192(+), -760(+), -212(+),
-559(-), -524(-)

CTCTT
OSE2ROOTNODU
LE

Nodule racinaire
-1638(+), -1628(+), -1564(+),
-1705(-), -1335(-), -1200(-),
-636(-)

AAAGAT
OSE1ROOTNODU
LE

Signal de 
polyadenylation

-1872(+), -1867(+), -1763(+),
-1777(-), -1772(-), -1691(-),
-598(-)

AATTAAA POLASIG2

MYB-181(+)GTTAGTTMYB1LEPR

Liaison à MYB, 
déshydratation

-1723(+)WAACCAMYB1AT

Liaison-840(+), -839(+) TTWTWTTWTTMARTBOX

Liaison à MybSt1-480(+), -1410(-), -930(-), -687(-)GGATA MYBST1

Liaison à P-gene-62(-)CCWACC MYBPZM

Liaison à MYB-62(-)MACCWAMCMYBPLANT

Liaison à MYB 
(ATMYB1 et 
ATMYB2)

-1651(+), -588(+), -552(+),
-397(+), -253(+)

CNGTTRMYBCORE

Liaison à MYB, 
déshydratation

-253(-)YAACKG
MYB2CONSENS
USAT

Liaison à MYC 
(rd22BP1)

-1464(-)CACATGMYCATRD22

Déshydratation, 
senescence

-1464(+)CATGTG MYCATERD1

Liaison à MYB-1023(+)TAACAAAMYBGAHV

Cyclin B1-274(+), -1394(-)AACGG
MYBCOREATCY
CB1

Elément ARS-496(-)WTTTATRTTTWMARARS

-815(+), -679(+), -1722(-),
-958(-), -652(-), -330(-)

-1764(+), -977(+), -738(+),
-381(+), -1842(-), -1773(-),
-1715(-), -1706(-), -1702(-),
-1698(-), -1239(-), -1065(-),
-962(-), -647(-), -597(-), -582(-),
-554(-), -516(-), -87(-)

-1644(+), -1472(+), -1089(+),
-116(+), -81(+)

-1912(+), -1542(+), -797(-) 

-1186(+), -590(+), -1830(-),
-1762(-)

-1644(+), -1472(+), 1089(+),
-116(+), -81(+)

-1912(+), -1542(+), -797(-)

-1951(+)(-), -1573(+)(-),
-1512(+)(-), -1499(+)(-),
-1339(+)(-), -1261(+)(-),
-204(+)(-), -158(+)(-), -136(+)(-)

-1512(-)

-1512(+)

-451(+)

-453(+), -775(-), -719(-), -526(-)

-1394(+), -275(-)

-275(+), -1394(-)

-1809(+), -454(+), -1601(-),
-716(-), -523(-)

-1659(+), -1658(+), -1657(+),
-1656(+), -661(+), -520(+),
-91(+), -1289(-), -908(-), -907(-),
-755(-), -754(-), -738(-), -629(-),
-497(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

Liaison à DOF 
(NtBBF1)

-443(+), -1647(-), -37(-)ACTTTA NTBBF1ARROLB

Nodule
-1192(+), -760(+), -312(+),
-559(-), -524(-)

CTCTT NODCON2GM

Nodule
-1638(+), -1628(+), -1564(+),
-1705(-), -1335(-), -1200(-),
-636(-)

AAAGAT NODCON1GM

Liaison à MYC

-1940(+)(-) , -1472(+)(-),
-1464(+)(-), -1208(+)(-),
-1164(+)(-), -424(+)(-),
-274(+)(-), -259(+)(-), -253(+)(-),
-186(+)(-)

CANNTG
MYCCONSENSU
SAT

Signal de 
polyadenylation

-1888(+), -1726(+), -1104(+),
-1878(-), -1781(-), -1734(-),
-875(-)

AATAAAPOLASIG1

Promoteur du 
gène PAL

-703(-), -419(-)CCGTCC PALBOXAPC

Nodule racinaire
-1192(+), -760(+), -212(+),
-559(-), -524(-)

CTCTT
OSE2ROOTNODU
LE

Nodule racinaire
-1638(+), -1628(+), -1564(+),
-1705(-), -1335(-), -1200(-),
-636(-)

AAAGAT
OSE1ROOTNODU
LE

Signal de 
polyadenylation

-1872(+), -1867(+), -1763(+),
-1777(-), -1772(-), -1691(-),
-598(-)

AATTAAA POLASIG2

MYB-181(+)GTTAGTTMYB1LEPR

Liaison à MYB, 
déshydratation

-1723(+)WAACCAMYB1AT

Liaison-840(+), -839(+) TTWTWTTWTTMARTBOX

Liaison à MybSt1-480(+), -1410(-), -930(-), -687(-)GGATA MYBST1

Liaison à P-gene-62(-)CCWACC MYBPZM

Liaison à MYB-62(-)MACCWAMCMYBPLANT

Liaison à MYB 
(ATMYB1 et 
ATMYB2)

-1651(+), -588(+), -552(+),
-397(+), -253(+)

CNGTTRMYBCORE

Liaison à MYB, 
déshydratation

-253(-)YAACKG
MYB2CONSENS
USAT

Liaison à MYC 
(rd22BP1)

-1464(-)CACATGMYCATRD22

Déshydratation, 
senescence

-1464(+)CATGTG MYCATERD1
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Liaison SEBF 
(Liaison PR10a)

-1032(+), -17(+)YTGTCWC
SEBFCONSSTPR1
0A

Graine-914(+)ATATTTAWWSEF1MOTIF

Répression / 
sucres, a-amylase

-22(+), -1019(-)CCTTTT
PYRIMIDINEBOX
OSRAMY1A

Enhancer ZM13-1793(+)AGGTCA
QELEMENTZMZ
M13

-1776(+), -1718(+), -965(+),
-864(+), -532(+), -503(+),
-1036(+), -1865(-), -1457(-),
-402(-), -1897(-), -1787(-),
-1768(-), -498(-), -490(-), -350(-),
-318(-)

-1672(+), -1580(+), -1535(+),
-1307(+), -1230(+), -1168(+),
-942(+), -914(+), -869(+),
-832(+), -699(+), -659(+),
-1861(-), -1581(-), -1453(-),
-1323(-), -1308(-), -1175(-),
-1136(-), -943(-), -915(-), -870(-),
-855(-), -700(-), -684(-), -611(-),
-494(-), -198(-)

-453(+), -449(+), -1602(-),
-773(-), -717(-), -524(-)

-536(-)

-1359(+), -1385(-), -808(-),
-289(-)

-1148(+), -366(+)

-1820(+), -1252(+), -425(+),
-390(+), -1623(-), -1124(-),
-948(-), -727(-), -572(-), -549(-),
-544(-), -187(-), -125(-), -113(-),
-68(-)

-1783(+), -1610(+), -858(+),
-733(+), -624(+), -614(+),
-336(+), -192(+), -1849(-),
-1779(-), -1735(-), -1412(-),
-1299(-), -1296(-), -867(-),
-761(-), -673(-), -657(-), -579(-),
-345(-), -342(-), -326(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

Gène ProDH-1479(-), -789(-), -470(-)ACTCAT PREATPRODH

Pollen

-1587(+), -1504(+), -1490(+),
-1346(+), -1318(+), -1309(+),
-1980(-), -1701(-), -1419(-),
-989(-), -608(-), -591(-), -149(-)

AGAAA 
POLLEN1LELAT5
2

Signal de 
polyadenylation

-1184(+), -1612(+), -1500(+),
-1785(-), -1608(-), -724(-),
-721(-)

AATAAT POLASIG3

Promoteur du 
gène Lhcb21

-1901(+) -129(+) -64(-) -60(-)AACCAA
REALPHALGLHC
B21

Gène rbcS-1998(+), -905(-)AATCCAA
RBCSCONSENSU
S

Liaison à FT 
RAV1 (feuille, 
racine)

-1985(+), -323(+), -1582(-),
-1572(-), -1559(-), -1532(-),
-1495(-), -823(-), -818(-), -582(-),
-551(-)

CAACA RAV1AAT

Promoteur du 
gène HSP70A

-1274(+), -1220(+), -1018(+),
-503(-), -287(-)

SCGAYNRNNNN
NNNNNNNNNNN
HD

PRECONSCRHSP
70A

Régulation 
négative, plaste

-1205(+), -1290(-) ATGGTA
S1FBOXSORPS1L
21

Graine-1467(-)CATGCAY
RYREPEATLEGU
MINBOX

Graine-1466(-)CATGCA
RYREPEATBNNA
PA

Racine
-1912(+), -1754(+), -1741(+),
-1684(+), -1601(+), -681(+),
-478(+), -192(+), -792(-)

ATATT 
ROOTMOTIFTAP
OX1

Gène nucléaire 
(phosphorylation 
oxydative) 

-1238(-)TGGGCY SITEIIATCYTC

Graine-1694(+)RTTTTTR SEF4MOTIFGM7S

Graine-1622(-), -879(-) AACCCASEF3MOTIFGM

Liaison SEBF 
(Liaison PR10a)

-1032(+), -17(+)YTGTCWC
SEBFCONSSTPR1
0A

Graine-914(+)ATATTTAWWSEF1MOTIF

Répression / 
sucres, a-amylase

-22(+), -1019(-)CCTTTT
PYRIMIDINEBOX
OSRAMY1A

Enhancer ZM13-1793(+)AGGTCA
QELEMENTZMZ
M13

-1776(+), -1718(+), -965(+),
-864(+), -532(+), -503(+),
-1036(+), -1865(-), -1457(-),
-402(-), -1897(-), -1787(-),
-1768(-), -498(-), -490(-), -350(-),
-318(-)

-1672(+), -1580(+), -1535(+),
-1307(+), -1230(+), -1168(+),
-942(+), -914(+), -869(+),
-832(+), -699(+), -659(+),
-1861(-), -1581(-), -1453(-),
-1323(-), -1308(-), -1175(-),
-1136(-), -943(-), -915(-), -870(-),
-855(-), -700(-), -684(-), -611(-),
-494(-), -198(-)

-453(+), -449(+), -1602(-),
-773(-), -717(-), -524(-)

-536(-)

-1359(+), -1385(-), -808(-),
-289(-)

-1148(+), -366(+)

-1820(+), -1252(+), -425(+),
-390(+), -1623(-), -1124(-),
-948(-), -727(-), -572(-), -549(-),
-544(-), -187(-), -125(-), -113(-),
-68(-)

-1783(+), -1610(+), -858(+),
-733(+), -624(+), -614(+),
-336(+), -192(+), -1849(-),
-1779(-), -1735(-), -1412(-),
-1299(-), -1296(-), -867(-),
-761(-), -673(-), -657(-), -579(-),
-345(-), -342(-), -326(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

Gène ProDH-1479(-), -789(-), -470(-)ACTCAT PREATPRODH

Pollen

-1587(+), -1504(+), -1490(+),
-1346(+), -1318(+), -1309(+),
-1980(-), -1701(-), -1419(-),
-989(-), -608(-), -591(-), -149(-)

AGAAA 
POLLEN1LELAT5
2

Signal de 
polyadenylation

-1184(+), -1612(+), -1500(+),
-1785(-), -1608(-), -724(-),
-721(-)

AATAAT POLASIG3

Promoteur du 
gène Lhcb21

-1901(+) -129(+) -64(-) -60(-)AACCAA
REALPHALGLHC
B21

Gène rbcS-1998(+), -905(-)AATCCAA
RBCSCONSENSU
S

Liaison à FT 
RAV1 (feuille, 
racine)

-1985(+), -323(+), -1582(-),
-1572(-), -1559(-), -1532(-),
-1495(-), -823(-), -818(-), -582(-),
-551(-)

CAACA RAV1AAT

Promoteur du 
gène HSP70A

-1274(+), -1220(+), -1018(+),
-503(-), -287(-)

SCGAYNRNNNN
NNNNNNNNNNN
HD

PRECONSCRHSP
70A

Régulation 
négative, plaste

-1205(+), -1290(-) ATGGTA
S1FBOXSORPS1L
21

Graine-1467(-)CATGCAY
RYREPEATLEGU
MINBOX

Graine-1466(-)CATGCA
RYREPEATBNNA
PA

Racine
-1912(+), -1754(+), -1741(+),
-1684(+), -1601(+), -681(+),
-478(+), -192(+), -792(-)

ATATT 
ROOTMOTIFTAP
OX1

Gène nucléaire 
(phosphorylation 
oxydative) 

-1238(-)TGGGCY SITEIIATCYTC

Graine-1694(+)RTTTTTR SEF4MOTIFGM7S

Graine-1622(-), -879(-) AACCCASEF3MOTIFGM
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W-box, WRKY-133(+)CTGACYWBOXNTCHN48

Racine-226(+)AAACCCTAA
TELOBOXATEEF
1AA1

Fruit-1031(+)TGTCACA
TGTCACACMCU
CUMISIN

Initiation, 
traduction 
monocot

-1627(-)RMNAUGGC
TRANSINITMON
OCOTS

Bourgeon 
axillaire

-226(+)AAACCCTAUP2ATMSD

Liaison à TBP-634(-), -609(-)TTTATATA
TATAPVTRNALE
U

Liaison SP8BF-1874(+)TACTATTSP8BFIBSP8BIB

-592(+), -132(+), -1759(-),
-1593(-), -1522(-), -1439(-),
-470(-), -1792(-), -1515(-),
-278(-)

-592(+), -132(+), -1759(-),
-1593(-), -1522(-), -1439(-),
-470(-)

-1363(+), -593(+), -1758(-),
-1592(-), -277(-)

-1759(-)

-1421(-)

-1294(+), -960(+), -913(+),
-645(+), -687(-)

-1778(+), -1734(+), -1714(+),
-1705(+), -1701(+), -1697(+),
-1295(+), -1113(+), -1064(+),
-961(+), -866(+), -656(+),
-646(+), -578(+), -553(+),
-1784(-), -1765(-), -1611(-),
-978(-), -734(-), -625(-), -615(-),
-382(-), -193(-)

-1197(+), -634(+), -609(+),
-509(+), -1198(-), -512(-) 

-1683(+), -340(+), -1326(-),
-339(-)

-607(+), -196(+), -1732(-),
-362(-)

-1830(+), -1762(+), -1485(+),
-1206(-), -1185(-), -589(-)

-1982(+), -1883(-), -38(-), -15(-)

-261(+) 

-285(-)

Position VvNPR1.1 Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2SéquenceÉlément 
régulateur

Lumière-387(-)GCCAC SORLIP1AT

Sucre-1378(+)GAGAC 
SURECOREATSU
LTR11

Sucre-1411(+), -931(+) TTATCCSREATMSD

Lumière-1171(-)GAGTGAG SORLIP5AT

Lumière-1238(-)GGGCCSORLIP2AT

Initiation-1751(-)TATATAATATABOX4

Initiation-1876(+)TATTAAT TATABOX3

Initiation-1605(-)TATAAAT TATABOX2

Liaison FT DOF

-1647(+), -1639(+), -1629(+),
-1565(+), -1454(+), -1102(+),
-37(+), -1840(-), -1225(-),
-1190(-), -599(-), -442(-)

TAAAG TAAAGSTKST1

a-amylase, sucre-1410(+)TATCCAY 
TATCCAYMOTIF
OSRAMY3D

a-amylase, sucre-1410(+)TATCCA TATCCAOSAMY

Liaison à OsTBP2-1779(+)TATTTAA TATABOXOSPAL

Initiation
-1784(+), -1780(+), -1607(+),
-1919(-), -1889(-), -1885(-),
-1727(-), -1501(-)

TTATTT TATABOX5

W-box, Liaison 
de SUSIBA2 
(répression / 
sucres)

-958(+), -249(+), -143(+)TGACTWBOXHVISO1

W-box, AtNPR1
-1149(+), -959(+), -250(+),
-515(-)

TTGACWBOXATNPR1

W-box, Liaison 
WRKY

-1150(+), -516(-)TTTGACY 
WBBOXPCWRKY
1

Promoteur du 
gène GAPB

-67(+), -98(-)ACTTTG TBOXATGAPB

W-box, NtERF3 
(blessure)

-1148(+), -958(+), -249(+),
-237(+), -143(+), -516(-)

TGACYWBOXNTERF3

W-box, WRKY-133(+)CTGACYWBOXNTCHN48

Racine-226(+)AAACCCTAA
TELOBOXATEEF
1AA1

Fruit-1031(+)TGTCACA
TGTCACACMCU
CUMISIN

Initiation, 
traduction 
monocot

-1627(-)RMNAUGGC
TRANSINITMON
OCOTS

Bourgeon 
axillaire

-226(+)AAACCCTAUP2ATMSD

Liaison à TBP-634(-), -609(-)TTTATATA
TATAPVTRNALE
U

Liaison SP8BF-1874(+)TACTATTSP8BFIBSP8BIB

-592(+), -132(+), -1759(-),
-1593(-), -1522(-), -1439(-),
-470(-), -1792(-), -1515(-),
-278(-)

-592(+), -132(+), -1759(-),
-1593(-), -1522(-), -1439(-),
-470(-)

-1363(+), -593(+), -1758(-),
-1592(-), -277(-)

-1759(-)

-1421(-)

-1294(+), -960(+), -913(+),
-645(+), -687(-)

-1778(+), -1734(+), -1714(+),
-1705(+), -1701(+), -1697(+),
-1295(+), -1113(+), -1064(+),
-961(+), -866(+), -656(+),
-646(+), -578(+), -553(+),
-1784(-), -1765(-), -1611(-),
-978(-), -734(-), -625(-), -615(-),
-382(-), -193(-)

-1197(+), -634(+), -609(+),
-509(+), -1198(-), -512(-) 

-1683(+), -340(+), -1326(-),
-339(-)

-607(+), -196(+), -1732(-),
-362(-)

-1830(+), -1762(+), -1485(+),
-1206(-), -1185(-), -589(-)

-1982(+), -1883(-), -38(-), -15(-)

-261(+) 

-285(-)

Position VvNPR1.1 Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2SéquenceÉlément 
régulateur

Lumière-387(-)GCCAC SORLIP1AT

Sucre-1378(+)GAGAC 
SURECOREATSU
LTR11

Sucre-1411(+), -931(+) TTATCCSREATMSD

Lumière-1171(-)GAGTGAG SORLIP5AT

Lumière-1238(-)GGGCCSORLIP2AT

Initiation-1751(-)TATATAATATABOX4

Initiation-1876(+)TATTAAT TATABOX3

Initiation-1605(-)TATAAAT TATABOX2

Liaison FT DOF

-1647(+), -1639(+), -1629(+),
-1565(+), -1454(+), -1102(+),
-37(+), -1840(-), -1225(-),
-1190(-), -599(-), -442(-)

TAAAG TAAAGSTKST1

a-amylase, sucre-1410(+)TATCCAY 
TATCCAYMOTIF
OSRAMY3D

a-amylase, sucre-1410(+)TATCCA TATCCAOSAMY

Liaison à OsTBP2-1779(+)TATTTAA TATABOXOSPAL

Initiation
-1784(+), -1780(+), -1607(+),
-1919(-), -1889(-), -1885(-),
-1727(-), -1501(-)

TTATTT TATABOX5

W-box, Liaison 
de SUSIBA2 
(répression / 
sucres)

-958(+), -249(+), -143(+)TGACTWBOXHVISO1

W-box, AtNPR1
-1149(+), -959(+), -250(+),
-515(-)

TTGACWBOXATNPR1

W-box, Liaison 
WRKY

-1150(+), -516(-)TTTGACY 
WBBOXPCWRKY
1

Promoteur du 
gène GAPB

-67(+), -98(-)ACTTTG TBOXATGAPB

W-box, NtERF3 
(blessure)

-1148(+), -958(+), -249(+),
-237(+), -143(+), -516(-)

TGACYWBOXNTERF3
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Bois-831(+)TTAATGGWUSATAg

-1433(-)

-1362(+), -592(+), -475(+),
-132(+), -1791(-), -1758(-),
-1592(-), -1521(-), -1514(-),
-1438(-), -1030(-), -469(-),
-277(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

RacineACAAAGAAXYLAT

W-box, Osamy32 
(répresseur de 
voie GA)

-1148(+), -1136(+), -1095(+),
-958(+), -249(+), -237(+),
-143(+), -1846(-), -1079(-),
-515(-)

TGAC WRKY71OS

Bois-831(+)TTAATGGWUSATAg

-1433(-)

-1362(+), -592(+), -475(+),
-132(+), -1791(-), -1758(-),
-1592(-), -1521(-), -1514(-),
-1438(-), -1030(-), -469(-),
-277(-)

Position VvNPR1.1
Régulation 
d’expression

Position VvNPR1.2Séquence
Élément 
régulateur

RacineACAAAGAAXYLAT

W-box, Osamy32 
(répresseur de 
voie GA)

-1148(+), -1136(+), -1095(+),
-958(+), -249(+), -237(+),
-143(+), -1846(-), -1079(-),
-515(-)

TGAC WRKY71OS

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 1 : Récapitulatif des séquences régulatrices potentielles de la région promotrice des VvNPR1 

identifiées par la programme PLACE (Higo et al., 1999) 

Les éléments qui semblent intéressants ont été marqués en rouge. 

(+) et (-) indiquent respectivement si les séquences sont en position sens ou antisens. 
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Annexe 2 : Carte de restriction du plasmide pCR2.1 (Invitrogen) 
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Annexe 3 : Carte de restriction du plasmide pGBKT7 (Clontech) 
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Annexe 4 : Carte de restriction du plasmide pGADT7 (Clontech) 



RESUME 
La vigne est soumise à de nombreuses maladies impliquant l’utilisation de produits 
phytosanitaires en grande quantité dont l’utilisation est néfaste pour l’environnement et la 
santé des utilisateurs. Un enjeu à terme est donc de développer des méthodes alternatives à la 
lutte chimique. Durant ces dernières années, de nombreux gènes, protéines et autres molécules 
impliqués dans les interactions plante / agent pathogène ont été décrits. La protéine codée par 
le gène NPR1 (Nonexpressor of pathogenesis-related gene 1) joue un rôle clef dans la 
résistance à large spectre chez les plantes. Des éliciteurs tels que l’acide salicylique ou des 
agents pathogènes couplés à l’accumulation des espèces activées de l’oxygène influencent 
l’activation de NPR1 dans le cytoplasme. La translocation de NPR1 dans le noyau et son 
interaction avec des facteurs de transcription TGA induit l’expression des gènes PR 
(Pathogenesis-related). Nous avons identifié par une approche gène candidat, sept 
homologues potentiels des gènes NPR1 et TGA chez Vitis vinifera (VvNPR1.1, VvNPR1.2, 
VvTGA1 à 5). L’étude de la diversité de séquences dans les exons de 15 accessions de 
Vitaceae indique qu’ils sont soumis à une forte pression de sélection purificatrice. De plus, 
l’analyse in silico des régions promotrices des VvNPR1 montre la présence, d’éléments cis-
régulateurs potentiels, en réponse aux stress biotiques et abiotiques ainsi que des motifs de 
liaison à des facteurs de transcription. Une étude plus poussée des introns montre quelques 
éléments transposables et un faible polymorphisme dans six accessions de Vitis vinifera. Ces 
résultats argumentent en faveur d’une pression de sélection forte agissant sur ces gènes. Ces 
différents résultats nous ont menés à formuler des hypothèses fonctionnelles et à réaliser une 
étude d’interaction avec les facteurs de transcription VvTGA1 et VvTGA4 par la technique du 
double hybride. Ces deux facteurs de transcription n’interagissent pas avec VvNPR1.1. Ces 
expériences devraient permettre une meilleure compréhension des mécanismes de défense de 
la vigne ainsi que l’obtention de vignes plus résistantes aux agents pathogènes. 
 

ABSTRACT 
Numerous diseases affect grapevine, resulting in the use of phytochemicals in large quantities 
that are harmful for environment and user’s health. In the long term, the aim is to develop 
alternative methods to chemicals. Moreover, in the last few years, many genes, proteins and 
other molecules implied in plant/pathogen interactions were described. The protein encoded 
by NPR1 (Nonexpressor of pathogenesis-related gene 1) plays a pivotal role in conferring 
broad spectrum pathogen resistance in plants. Activation of NPR1 in the cytoplasm is 
influenced by elicitors such as salicylic acid or pathogens associated with the accumulation of 
reactive oxygen species. Translocation of NPR1 into the nucleus and interaction with TGA 
transcription factors induce the expression of PR (Pathogenesis-related) genes. Using a 
candidate gene approach, we have identified seven putative homologs to NPR1 and TGA in 
the grapevine genome (VvNPR1.1, VvNPR1.2, VvTGA1 to 5). The study of sequence diversity 
in exons of 15 accessions of the Vitaceae family indicates that these exons are subjected to a 
strong purifying selection pressure. Moreover, in silico analysis in the promoters of VvNPR1 
shows putative cis-regulator elements, in answer to biotic and abiotic stresses as well as link 
patterns to transcription factors. An intron study shows transposable elements and a low 
polymorphism in six accessions of Vitis vinifera. These results suggest a strong selection 
pressure on these genes. Functional hypotheses were formulated, and an interaction study with 
transcription factors VvTGA1 and VvTGA4 was conducted using a method based on yeast 
two hybrid, showing that they do not interact with VvNPR1.1. These experiments should 
allow a better understanding of defence mechanisms in Vitis vinifera as well as to obtain 
pathogen resistant grapevines. 


