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AVANT -PROPOS

Dans ce manuscrit, les noms des protéines soris @ri majuscules et les noms des
géenes en majuscules et en italiques. Dans la pasidtats, lorsque les génes font référence a
ceux trouvés au sein de la famille dégaceae ils sont écritsNPR1.1et NPR1.2 En
revanche, lorsqu’ils font référence aux genes treud@ns I'espec¥itis vinifera ils sont
notésVvNPR1.1letVVNPR1.2



INTRODUCTION
GENERALE



Introduction générale

Les plantes, malgré leur immobilité, ont dévelopipéers mécanismes sophistiqués et
efficaces pour reconnaitre et combattre les agpatsogenes lors de leurs attaques. La
résistance des plantes est définie comme la cépdedt plantes a contenir I'effet préjudiciable
d'un agent pathogéne. Les plantes contiennentolintion génétique nécessaire pour
résister a lI'infection d’une multitude d’agents pipathogenes et ravageurs tels que des virus,
bactéries, insectes, nématodes, champignons etogbesy Les plantes ont élaboré au cours
de I'évolution diverses stratégies performantesdééenses face a l'attaque d’'un agent
pathogene. Cette résistance peut s’opérer a ditieraveaux en utilisant soit des systémes de
défenses constitutifs préexistants (cuticule, cim®it des systemes de défenses induits
apparaissant apres la perception de I'agressions [aplupart des cas, la premiére ligne de
défense est suffisante pour repousser l'agent petlepgmais parfois les barrieres
constitutives ne sont pas suffisantes et une éigtre de résistance est requise. Ces réactions
de défense secondaires incluent la production degpasés antimicrobiens, la mort cellulaire
programmée (réponse hypersensible, HR) et des iatitihs de la paroi cellulaire.

Les interactions plantes / agents pathogenes séstcomplexes et impliquent une
communication bidirectionnelle au niveau moléceaira plante coordonne la transcription
de plusieurs miliers de genes dont l'unique obfexdt la résistance. Le succes de la plante
dépend de l'intensité et de la rapidité de la patioa des signaux des agents pathogenes et de
leur transmission dans celle-ci pour produire umonse efficace contre I'agent pathogéne.
ChezArabidopsis/identification des genes induisant une répondesaagents pathogenes ou
éliciteurs chimiques fait I'objet de nombreuses étucElles indiquent que pas moins de 25%
des génes identifiés chézabidopsisont un niveau transcriptionnel affecté suite &dque
d'un agent pathogéne. Ainsi, une meilleure conaaiss des mécanismes fondamentaux
impliqués dans de telles réponses de défense aidémacompréhension des interactions
plantes / agents pathogenes et permettra une oreillésistance des plantes.

La synthése bibliographique présente I'état des connaissances sur le génomse de
végétaux et quelques méthodes de détection devkrsdé génétique. La vigne et les
interactions plantes / agents pathogenes seroniitenexposées. Cette partie explique
brievement les différentes réponses aux maladiesguroduisent dans la plante lors de
linfection par un agent pathogéne. Une dernieragtigpade ce chapitre donne les
caractéristiques et le réle du gene NPRdngxpressor of pathogenesis-relatghe 1) ainsi
gue ceux des facteurs de transcription, élémergsnésls dans l'activation des génes de

défense.
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Introduction générale

Le chapitre 1 présente le choix des accessions de vigne pasuita des expériences.
Leschapitres 2et3 présentent les résultats obtenus concernant tifaertion de deux génes
NPR1dans la famille de¥itaceag(VVNPR1.1let VVNPR1.2 et leur niveau de polymorphisme
dans les exons et les introns. ¢leapitre 4 expose les résultats sur I'identification de cing
facteurs de transcription TGA dans la famille détceae(VVTGA 1 & 5) ainsi que leur
interaction avec VVNPR1.1. Les résultats obtenud discutés et de nouvelles perspectives
sont avancées dans la padiscussion générale et perspectiveBans la partieéférences
une liste de la littérature utilisée et citée daatte thése est fournie et enfin les cartes des

plasmides utilisés pendant I'étude sont donnéaneexes
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Synthése bibliographique

1. Le génome des végétaux

1.1. Le génome des végétaux : une évolution constante

Le génome est un ensemble plutdt dynamique etllexUne stabilité totale signifierait
un état statique qui s’opposerait a I'apparitionndeivelles formes de vie en réponse aux
modifications extérieures. Les génomes des végétnm constamment soumis a de
nombreux stress environnementaux et sont doncssaujgé¢ constantes variations. Les genes et
les génomes actuels sont le résultat de I'accuronlaiévénements qui se sont produits dans
le passé. Les génomes sont le siege de grands mmemis chromosomiques qui peuvent
étre conserveés au cours de I'évolution (Aguiler&emez-Gonzalez, 2008). lls peuvent aussi
étre a l'origine de la mort cellulaire programmeéaisnégalement la cause de maladies
géneétiques notamment dans les populations hum@iieard et al, 2004).

Plusieurs types d’événements moléculaires sont nssiptes de I'évolution et de la
variabilité des génomes chez les plantes : les retmisons, les duplications de génes et les

mutations.

1.1.1. Les recombinaisons
La recombinaison génétique est un réarrangemegédame car de I'ADN est échangé

soit entre chromosomes homologues soit entre chmmmes non homologuesia des
enjambementscfossing-over au cours de la méiose. Ce brassage génétiqualicalimhc a
l'apparition de nouvelles combinaisons de genessqront ensuite soumises a la sélection
naturelle. De récentes études se sont intéresaggmmts chauds de recombinaison chez les
plantes, avec notamment l'identification de tauxe®mbinaison 70 fois plus élevés dans des
régions hautement recombinogénes par rapport sa1dasgénome chekrabidopsis thaliana

(Li et al, 2007).

1.1.2. Les duplications : une origine de la diversité ?

Les événements de duplication de séquences d’ADiribaent tres largement aux
processus évolutifs des génomes et nous pouvorshsgdérer comme le moteur essentiel de
I'évolution (Ohno, 1970). D’aprés les premieres daiissues du séquencage des génomes
de l'arabette, du riz, de la vigne et du peupllesemblerait que de nombreux genes aient été
dupligués puis maintenus par la sélection naturaliecours de I'évolution (Steroét al,
2007).
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Il existe différents types de duplication qui pentvee produire au sein d’'un génome.
Les séquences dupliquées proviennent soit d’'ungepde géene, d'un géne (duplication
génique), d’'un bloc de plusieurs génes, d'un chsam@® entier (aneuploidisation) ou de
'ensemble du génome (polyploidisation) (Sankoff)20

Les copies dupliquées peuvent étre situées cofegeadans le génome (duplication en
tandem) ou bien elles peuvent étre disperséesiaudsegénome. Environ 15% des génes
correspondent a des duplications en tandem powgélesmes végétaux séquencés (Jander et
Barth, 2007). Par la combinaison des différentsdyge duplication, un nombre important de
genes peut étre obtenu a partir d’'un seul genesaate

Les éléments transposables et rétrotransposabieggalement trés importants dans la
dynamique du génome et dans la duplication dessgéBennetzen, 2000; Moffat, 2000;
Bennetzen, 2002). Ces éléments sont tres couraets les graminées et représentent, par
exemple, 70% du génome du mais (Ouyang et Bud)2(Figure SB.1). Pour I'évolution
des geénes, les segments dupliqués constituent aureesplus importante d’ADN que la
duplication d’'un géne entier car ils permettensgcialisation ou I'apparition de nouvelles
fonctions. Ces nouveaux genes codent des protéuese sont pas essentielles pour la
viabilité des organismes mais peuvent étre, pamele importantes pour I'adaptation des
espéeces a certaines niches écologiques (Duda @inBial1999). Chez les mammiferes, un
certain nombre de génes dupliqués sont impliquéss d&volution récente du systeme
immunitaire, de la détoxification et de la reproiilue (Copleyet al, 2003).

Les processus de polyploidie peuvent se produiez d¢bus les Eucaryotes et en
particulier chez les végétaux (Wendel, 2000) maig plus particulierement fréquentes chez
les Angiospermes (Otto et Whitton, 2000; Blanc edlfd/ 2004; Chapmast al, 2006). La
polyploidie est un phénoméne courant chez les gdaqui a certainement joué un role
important dans la spéciation et I'évolution deseesg cultivées. Par exemphsabidopsis
serait passé récemment par un état de tétraplaidie ensuite, une perte d'une partie des
géenes dupliqués (Duartet al, 2006). Une collaboration franco-italienne a pearndie
séquencer le génome de la vigne. Les résultatslerdvaue l'ancétre des plantes
dicotylédones a subi plusieurs événements de dujoliicde son génome apres la divergence

des plantes monocotylédones et dicotylédonesddatial, 2007).
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Chez les polyploides, il faut distinguer les autgpldides, composés de multiples jeux
de chromosomes provenant d’'une méme espece (dtisfomement au cours des divisions
cellulaires), des allopolyploides, qui comportend gBix de chromosomes issus d’au moins
deux especes (Osboenal, 2003). Certaines familles importantes des vegetailles que les
graminées (Poales) sont principalement constitdégdantes polyploides (Bennetzen, 2007).
La polyploidie est un facteur important dans larfation de nouvelles espéces a travers la
spéciation (Dubcovsky et Dvorak, 2007). On notewdAq thaliang dont le génome est

considéré comme diploide, est en fait un ancieygbaide (Blancet al, 2003).

1.1.2.1. Devenir des genes dupliqués
Une duplication engendre une copie surnuméraira déne. Une des deux copies du
gene, en I'absence de pression de sélectionpestdiaccumuler des mutations aléatoirement.

Ainsi, plusieurs scénarios évolutifs peuvent étigppses.

1.1.2.1.1. La pseudogénisation
La duplication génere une redondance fonctionnadle une des copies va

progressivement étre inactivée par I'accumulatienmditations tandis que I'autre copie prend
en charge la fonction essentielle de la région idénge. Un pseudogéne est alors formé. Il
s’agit d'une copie de gene qui n'est plus expriméelont la protéine n’est plus fonctionnelle
(Mighell et al, 2000; Balakirev et Ayala, 2003). Par la suites pseudogenes peuvent étre
délétés du génome ou alors diverger de telle magigiaucune similarité de séquence avec la
copie originelle ne peut étre mise en évidence.cBatre, si les pseudogénes ont été formés
récemment, ils pourront étre identifiés grace a $émilarité de séquence.

1.1.2.1.2. La conservation de la fonction
Dans ce cas, la copie dupliquée conserve la ménatidangue le géne originel, de ce

fait les séquences ont trés peu divergé (Blanc@fa2004). La présence de deux copies de
genes peut parfois étre un avantage simplementepgue cette redondance permet
d’augmenter les quantités de protéines ou d’ARNIs&tigés. Ainsi, des quantités amoindries
peuvent étre observées suite a l'altération d'wpmecdupliquée d’'une famille de genes chez
certains mutants. Cette situation est due au tetlg ou les copies restantes ne peuvent pas
compenser au niveau de la transcription ou de dduttion le déficit résultant de cette
mutation. Un phénotype peut étre associé a ceildécdosage génique (Osbanal, 2003).
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Figure SB.2 : Schéma des processus de subfonctiofisation et de néofonctionnalisation(d’aprés Lynchet

al., 2001)

Dans les deux cas, le gene ancestral est a gatizheavelle copie qui en résulte est a droite.

Pour le processus de subfonctionnalisation, le g&stedivisé en deux sections, chacune indique oms-s
fonction libre de mutations. Les lignes diagonatetiquent une perte de la fonction, les ronds indig une
néofonctionnalisation (accompagné d’une perte derletion initiale).

Les probabilités d'un destin alternatif sont énuéséra gauche: non, nonfonctionnalisation; sub,
subfonctionnalisation ; neo, neofonctionnalisatieh o, le locus initial et m, le locus nouvellerhapparut.

Les conséquences génomiques des différents destihsnarquées a droite.
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1.1.2.1.3. La subfonctionnalisation

Le processus de subfonctionnalisation est égalerapptlé «partage de fonctions
ancestrales». Bien qu’'une quantité plus importate produit des genes puisse étre
avantageuse, deux genes ayant la méme fonctiommiepas stables au sein d’'un génome
(Nowak et al, 1997). Théoriquement, deux copies identiques @&ugtre maintenues si la
fonction correspondante differe par certains poifitowak et al, 1997). Lors de la
duplication d’'un gene codant deux domaines fonoidsy chague copie va conserver un des
deux domaines fonctionnels par accumulation de tiont dans la séquence codant 'autre
domaine fonctionnel. Ainsi, la fonction ancestrséga partagée entre les deux copies (Figure
SB.2 A) (Lynch et Force, 2000; Lyn@t al, 2001). La subfonctionnalisation peut également
correspondre a la division de I'expression génigpes une duplication c’est-a-dire que les
deux copies seront exprimées dans différentes tonsli Dans les deux cas, les deux genes
se complémentent fonctionnellement et seront cogaseattans le génome. Foreeal. (1999)
ont étudié le role de ces événements dans la c@iger des genes dans le génome. lIs
qualifient ce processus de « DDC » c’est-a-dire lidapjon-Dégénération-Complémentation.
Chez Saccharomyces cerevisjabévolution d’élémentscis-régulateurs présents dans les
genes dupliqués résulte de la combinaison de prest sélection positive et d’évolution
selon le modéle DDC (Pagt al, 2003).

1.1.2.1.4. La néofonctionnalisation
Le processus le plus important sur le plan évolesf la formation d’une nouvelle
fonction apres duplication. Les deux copies vomrsaldiverger et 'une des copies va
conserver la fonction originelle alors que I'aut@ acquérir une nouvelle fonction (Figure
SB.2 B) (Nadeau et Sankoff, 1997).

1.1.2.2. L’émergence des familles multigéniques
Les duplications entrainent une redondance deolinition génétique et sont une
composante principale de [I'évolution des génomes det I'apparition de familles
multigéniques (Dayhoff, 1976). Sous la pression@iee, la redondance initiale a tendance a
diminuer au cours du temps, entrainant une motidicadu génome sur le plan structural et
sur le plan fonctionnel (Wendel, 2000). Bien ques denctions redondantes aient été
observées au sein des familles multigéniques, dérerses études de mutantd.cthaliana

ont montré le réle unique de certains membres.
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L’acquisition progressive de différences, commediamulation aléatoire des mutations
dans leur séquence et la modification de leur sgtracont pour conséquence leur évolution
fonctionnelle. Leur évolution peut concerner la g¥mpe codante, les parties non codantes ou
les régions regulatrices du gene dupliqué (Lyndroete, 2000; Lynclet al, 2001).

1.1.3. Les mutations

La mutation est une erreur qui survient lors defdication du matériel génétique.

Les mutations sont dites ponctuelles lorsqu’il #'alg la modification d’un nucléotide.
Etant donné que la proportion de régions codanpd#gines ne représente pas la majorité du
génome, la plupart des mutations sont neutresliear affectent des régions non codantes et
ne produisent aucun changement aux caracteres otigtads ou phénotypiques. Certaines
mutations ponctuelles se traduisent par la sulistitud’'un nucléotide par un autre.
Lorsqu’'une mutation apparait dans la séquence tedbmn gene, elle va générer un nouvel
allele. Parfois, a cause de la redondance du cédétigue, le nouveau codon code le méme
acide aminé que le codon original. La séquenceéjgnae n’est donc pas modifiée (mutation
synonyme ou silencieuse). Ce type de mutation septé environ un tiers des mutations
ponctuelles. Dans certains cas, les mutations peles entrainent une modification de
'acide aminé codé (mutation faux-sens). Le chareg@nd’'un acide aminé peut avoir des
répercussions en terme de fonction de la protémehangement de nucléotide qui provoque
le remplacement d’'un codon spécifiant un acide arper un codon stop (mutation non-sens)
résulte en la production d’'une protéine tronquéertdines mutations sont décalantes car
'addition ou la suppression de nucléotides nontiplel de trois provoque un changement
dans le cadre de lecture (insertions ou déléti@@isrk, 2005).

Les mutations sont dites dynamiques lorsqu’ellesespondent a 'augmentation du
nombre de certains triplets sur plusieurs générmat({®ichards, 2001; Pearseh al, 2005).
Ces mutations résultent d’'un dérapage (slippedhdtmaispairing) dans certaines zones
instables du génome.

1.2. Concepts d’homologie / paralogie / orthologie
Le séquencage du génome d’'un organisme est larpldpaemps suivi par une phase
d’annotation c’est-a-dire d’identification des ORIpsésentes dans son génome. Cette
identification repose principalement sur un critdee similarité¢ de séquence. L’objectif est
d’identifier dans différents génomes les genescqdient des protéines qui accomplissent les

mémes fonctions dans la cellule.

20



Family ancestor

=
X} FZN
LCA
1 3
. NzA1)
A B C C B A
Species

Figure SB.3 : Arbre phylogénétique hypothétique illistrant les relations orthologues et paralogues e
trois genes ancestraux et leurs descendants dansis especegd’aprés Koonin, 2005)

LCA (last common ancestor), dernier ancétre compuaur les espéces comparées.

Cette figure montre un arbre phylogénétique hypabé d'une famille de génes qui se compose ds troi
branches, chacune illustrant un cas distinct deioel orthologues-paralogues.

Selon la figure, 'ancétre commun de la familleiém a existé avant le dernier ancétre commun deute des
trois espéces comparées. Le LCA a généré troissgammlogues X, Y et Z qui sont devenus les arséles
trois branches de I'arbre. Ainsi, chaque géne dedache 1 est un paralogue de chaque géne darleHar 2 et
3 et inversement. La branche 1 correspond a usiogse par lequel I'évolution du dernier ancétrenooun n'a
rien impliqué d’autre que la transmission vertic@dar conséquent, les génes des différentes esgdceB et
XC sont orthologues entre eux. La branche 2 mamee duplication dans I'espéce A. Les génes YA1 A&2Y
sont des co-orthologues des génes YB et YC. Dabsalache 3, la situation est compliquée par deficiipns
dans chacune des espeéces. Ainsi, les génes ZAit8atectivement co-orthologues de ZB1-2 et de 2C1
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Lorsque la séquence requéte présente des élémmriares avec les séquences des
bases de données, elle est alors conservée. Lodgue protéines ont des séquences
présentant une similarité élevée [identité globsipérieure a 30% environ; (Doolittle,
1994)], il y a une probabilité relativement granmeir que ces deux protéines dérivent d'une
protéine ancestrale commune et donc d’'une méme ség@ncestrale. Nous pouvons alors
en déduire que ces deux séguences et les dewinpsotfui en découlent sont homologues
(Fitch, 1966).

Par ailleurs, les relations d’homologie entre gésw# principalement de deux ordres :
soit les genes sont orthologues, soit ils sontlpguas (Figure SB.3).

Les genes orthologues sont des génes d’espécéedifis qui ont évolué par spéciation
a partir d'un géne ancestral présent chez le deameétre commun desdites espéces (Fitch,
1970). Par exemple, les géenes de globinds souris et de lapin sont orthologues.

Les genes paralogues sont des géenes qui ont é¥gadir d’'un géne ancestral et sont
issus d’'un événement de duplication (Fitch, 19P@). exemple, les genes de globinext 3
d’'une méme espéce sont paralogues.

Généralement, les genes orthologues conservenfamegion identique au cours de
I'évolution et les fonctions sont conservées d’'ugamisme a l'autre, alors que les géenes
paralogues développent des fonctions nouvellesjggeaoliées a la fonction originelle
(Koonin, 2005).

1.3. La structure des genes

Les exons codent a la fois la séquence en acidesarme la protéine et la région non
traduite des ARNm. lls sont minoritaires dans lesasg eucaryotes.

La majorité des genes est composée d’introns qupert les exons. Les introns sont
transcrits en méme temps que les exons en ARNilpugsnt éliminés au cours de I'épissage.
Les introns représentent approximativement 24%éhoge humain (Ventest al, 2001) et
30 ans apres leur découverte, leur fonction et deigine restent encore a élucider. Certains
introns joueraient un role dans la régulation tcapsonnelle (Brookset al, 1994). Leur
niveau de conservation inter-especes varie selesngknes, suggérant qu’il existe des
pressions de sélection liées a des fonctions hopleg encore inconnues des introns
(Majewski et Ott, 2002; Gaffney et Keightley, 2008)ec le nombre croissant de génomes
entierement séquencés, de mieux en mieux annotispeinibles dans les bases de données,

la dynamique évolutive des introns pourra étre@éa a une large échelle.

21



Synthése bibliographique

1.4. Polymorphisme de séquence et évolution

Analyser les profils polymorphiques de séquenda divergence d’'un gene donné entre
différentes especes permet de caractériser legsfoggolutives qui agissent sur ce gene
(Charlesworth et Wright, 2001). Deux forces évelesi peuvent s’exercer sur une
population : la dérive génétique qui est aléatoinda sélection qui est orientée. Ces forces
évolutives font varier les fréquences alléligueseain de la population (Nielsen, 2005).

La dérive génétique est caractérisée par une #tiotu aléatoire de la fréequence des
genes au cours des générations. Les populationgeties ont rarement des effectifs
constants. La probabilité de dérive génétique ass phportante dans les périodes ou les
effectifs sont faibles. Si une population passe pehglusieurs générations par un effectif
tres faible, il peut y avoir une perte par dérienétique d’'une grande part de sa diversité
allélique.

La sélection naturelle engendre l'accumulation éaogypes ayant un fort pouvoir
adaptatif (ou fitness). La sélection permet doraddpter une population a son milieu en
augmentant ou en maintenant dans le patrimoinetigéeéde cette population la fréquence
des alleles favorables.

La sélection naturelle influence de trois manideedevenir des mutations codantes : on
parle de mutations avantageuses (ou adaptativele) sbuvel allele procure un avantage
sélectif, de mutations déléteres dans le cas iaV@lsninées par la sélection) ou de mutations

neutres si le nouvel alléle ne procure ni avantagiesavantage adaptatif (Nielsen, 2005).

1.4.1. Théorie neutraliste de I'évolution moléculaire de Kmura

Le modéle de Motoo Kimura, également appelé « tbépeutraliste de I'évolution
moléculaire » ou bien «théorie de la mutation et ld dérive aléatoire » s’appuie
principalement sur la génétique moléculaire et lauwvariabilité géenétique. Cette théorie
suggere que la plus grande partie de la varialgétegtique (le polymorphisme intra-espece et
la divergence entre especes) est neutre et qualgmorphismes sont éliminés ou fixés dans
les populations sous l'influence des effets envieomentaux de la dérive genétique. C'est-a-
dire que la plupart des substitutions de nucléstabraient neutres en dépit de la sélection et
seraient maintenues dans les populations par uilibkguentre leur taux de production par
mutation et leur élimination aléatoire (Kimura, 1983

Lorsqu’il y a sélection, les observations du polypiisme ne peuvent pas étre

expliquées par le modéle de I'évolution neutre.
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a- Neutre

b- Positive,
adaptative,
diversificatrice,
Darwinienne

c- Balancée,
équilibrante

d- Négative,
purificatrice

limme:

()

AR
oY

,

{0

Caractéristiques

Absence de
sélection

Favorise les
variants génétiques

Maintien le
polymorphisme
5 allélique dans une

population

Diminue la
fréquence ou
élimine les variants
génétiques

Tableau SB.1: Effets de la sélection naturelle sula généalogie des génes et les fréquences alléisju

(d’aprés Bamshad et Wooding, 2003)

Chaque arbre (a-d) représente la généalogie caanghléhe population de 12 individus haploides. Cledigne

retrace la généalogie d'un individu, les lignescenleur représentent tous les descendants quiéoité tsoit

d’'un alléle neutre (a), soit d'un allele affecté pe sélection naturelle (b-d) a partir de leur &re commun

(coalescence de la généalogie).

(a) Fixation de l'allele neutre (rouge).

(b) Fixation rapide d’'un alléle (vert) aprés unmédent de sélection positive (fléeche).

(c) Ni fixation, ni extinction de deux alléles (blet marron).

(d) Fixation d'un alléle (rose). Chaque cercle ésente I'élimination d’une mutation délétere.
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1.4.2. Signatures de sélection naturelle au niveau moléaite

Pour détecter la sélection naturelle, une approdiiecte consisterait a suivre
expérimentalement une population au cours du te@ppendant, cette approche nécessite
des données tres difficiles a obtenir sur de losgpériodes. Une approche alternative
« indirecte » consiste a détecter les signatureécaulaires de la sélection.

Lorsqu’une mutation avantageuse apparait dans nonge, elle peut étre fixée c'est-a-
dire qu’elle remplace toute autre variation présemntce locus. La région ou la mutation est
apparue se retrouve alors dépourvue des mutateutses qui s'accumulent normalement aux
sites silencieux de I'ADN. Ce phénoméne est adpabyage sélectif ou « selective sweep ».

La sélection positive, également appelée diverddiaou adaptative entraine
'augmentation de la fréquence d’un alléle avaniage

La sélection négative ou purificatrice consistelagontre sélection d’alleles délétéres
entrainant la diminution de leur fréquence jusdela élimination complete.

Mais la sélection naturelle ne fait pas toujourgraenter ou diminuer la fréquence d'un
seul allele a un locus. Quelquefois, elle tend énteair deux alleles ou plus a un locus dans
une population. Ceci est connu sous le nom detgsidealancée ou sélection équilibrante.

Dans le cas de la sélection balanceée, les allelet axmir tendance a étre conservés
pendant une plus grande période dans la populgtienpour des alléles neutres. Chez les
plantes et les animaux, la sélection balancée seimiglliquée dans le maintien de la diversité
aux locus qui coordonnent la reconnaissance etiibéel et 'agent pathogene (Richman et
Kohn, 1999). Le tableau SB.1 récapitule les s@astnaturelles qui peuvent étre observées et
leurs effets sur la généalogie des génes et lgsdrices des alléles d'une population de 12
individus haploides (Bamshad et Wooding, 2003).

1.4.3. Méthodes de détection de la sélection naturelle @thelle moléculaire
L’approche indirecte consiste a repérer des sigeatumoléculaires de la sélection
naturelle en comparant les données observées awnées théoriques attendues dans le cas
d'absence de sélection (modéle neutraliste) :illision des fréquences alléliques, diversité
nucléotidique, taux de mutations synonymes et yganrsymes (polymorphisme/divergence).
Différentes méthodes permettent de détecter desitsiges moléculaires de la sélection

naturelle a partir de la diversité nucléotidiqueestée.
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Signal de signature  Types de données Unilocus / Contraintes / Type de sélection détectée Exemples de statistiques utilisées pour Ce que les tests comparent Références
de sélection observé échantillonnées multiloci inconvénients les tests de neutralité
Augmentation du Intra-population Unilocus Sensible & la structure Sélections récentes de type Test 4, Kelly, 1997;
déséquilibre de en populations et directionnelle (ou testLRH Sabetiet al, 2002
liaison sensible & purifiante) et sélection

I'hétérogénéité des balancée

taux de recombinaison
Augmentation/Baisse Entre populations  Multiloci Sensible a I'histoire Sélection récente Indices de différenciation (&, Snn...) Lewontin et Krakauer, 1973;
de la différenciation  ou espéces démographique des directionnelle et balancée Beaumont et Nichols, 1996;
génétique entre populations, Vitalis et al, 2001;
populations notamment goulot Beaumont et Balding, 2004;

d'étranglement Hudson, 2000
Augmentation de la  Intra-population Unilocus Sensible a la structure Sélection ancienne H de Fay et Wu Le nombre de variants nucléotidiques dérivég-ay et Wu, 2000
fréquence des alleles en populations directionnelle ou balancée observés a des fréquences faibles et élevées
dérivés et sélection purifiante est comparé au nombre de variants a des

fréquences intermédiaires

Baisse ou Intra-population Unilocus / Sensible a la structure Sélection ancienne D de Tajima, Comparaison du nombre de polymorphismesTajima, 1989
augmentation de la Multiloci — Test  en populations, au directionnelle (ou nucléotidiques avec le nombre moyen de
diversité génétique, d’hétérogénéité changementdansla  purifiante) et balancée différences nucléotidique par paire de
notamment des pour test HKA taille des populations séquences
alléles rares (expansion de

population...), au taux D de Fu et Li Le nombre de variants nucléotidiques dérivéd-u et Li, 1993

de mutation et présents une seule fois est comparé au

recombinaison, a nombre total de variants dérivés

I'échantillonnage

F de Fuet Li Le nombre de variants nucléotidiques dérivéd-u et Li, 1993

Test Hudson-Kreitman-AguadelKA)

Fgde Fu

présents une seule fois dans I'échantillon est
comparé au nombre moyen de différences
entre paires de séquences

Compare le degré de polymorphisme intra- eHudsonet al, 1987
interspécifique entre espéces et au moins
deux loci

Fu, 1997

Multiloci — Test
d’hétérogénéité

Augmentation des
taux de mutations
non-synonymes par
rapport aux taux de
mutations synonymes

Entre espéces

Peu puissant

Sélection positive ancienne TestdN/dS, Ka/Ks

et récurrente

Test McDonald-Kreitman\K)

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

Li et al, 1985
Nei and Gojobori, 1986

Compare les nombres de substitutions non- McDonald et Kreitman, 1991
synonymes et de substitutions synonymes
intra- et inter-espéces

Tableau SB.2 : Tests de neutralité fréquemment utdés(modifié d’aprés Bamshad et Wooding, 2003 ; Bisaetaa&key, 2006 ; Sabett al, 2006 ; Garrigan et Hedrick,

2003)
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L’objectif de ce paragraphe n’est pas de détditlates ces méthodes pour lesquelles de
bons articles de synthése existent (Nielsen, 2G@i¢d, 2002; Nordborg et Innan, 2002;
Garrigan et Hedrick, 2003; Nielsen, 2005; WrightGdaut, 2005; Biswas et Akey, 2006;
Sabetiet al, 2006). Le tableau SB.2 résume ces différentefiodés. La quasi-totalité des
tests statistiques utilisés ont été construits $bypothése que les populations étudiées sont

conformes au modéle neutraliste (Kimura).

1.4.4. Méthodes de détection de la diversité géenétique
1.4.4.1. Les marqueurs moléculaires

Depuis I'époque des chasseurs-cueilleurs et jusqoidieu du XIX eme siécle s’est
déroulé le processus de domestication de la qatité des plantes aujourd’hui cultivées.
Cette longue période a permis I'évolution des espewultivées liée a des pressions de
sélection environnementales et humaines créant aires tres grande diversité génétique.
Puis, un phénoméne d’érosion génétique est apparkueope aprés la seconde guerre
mondiale. La diversité génétique a été fortememtupeee du fait de lintensification des
cultures et I'apparition de différentes maladies.

Le développement des technologies de biologie mtd&e ouvre de nouvelles
possibilités pour les études de diversité génétijae marqueurs moléculaires permettent de
caractériser un génome de maniére fiable, spéeifigpurapide. Ce paragraphe décrit les
techniques moléculaires les plus couramment utdispour I'évaluation de la diversité

géneétique.

1.4.4.1.1. Polymorphisme de longueur des fragments de reistnict

La méthode RAPD (Random amplified polymorphic DNe&} une technique fondée sur
'amplification de genes a l'aide de la PCR. Lemgfments d’ADN sont amplifiés au hasard
dans le génome (Welsh et McClelland, 1990; Williaetsal, 1990). Plusieurs amorces
courtes de séquences définies arbitrairement séges afin qu’elles puissent s’hybrider de
facon aléatoire dans le génome. En outre, cettenigge ne nécessite pas de connaitre au
préalable la séquence de I'ADN cible. Cette méthadé&té employée pour beaucoup
d’'organismes et particulierement pour les plant®isa(ma et Mohapatra, 1996). Une des
limites de cette technique est qu’elle ne doit étilisée sur des fragments d’ADN génomique
dégradés afin d’étre exploitables. Cette technigymar exemple été utilisée pour détecter le
polymorphisme entre quatre clones de raisin deetdblnord-ouest du Panama (Maiaal,
2009).
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La méthode de polymorphisme de longueur de fragsremiplifieés [AFLP ; (Voset al,
1995)] est I'amplification sélective des fragmethsrestriction issus d’'un échantillon d’ADN
génomique. L'ADN génomique est digéré par deux mesy I'une coupant rarement, l'autre
coupant fréequemment. Des adaptateurs sont enspiteés aux extrémités des sites de
coupure pour que les amorces puissent se fixdestdragments. Afin d'augmenter la quantité
d'ADN, une pré-amplification est effectuée sur ttasfragments (amorces sans nucléotides
sélectifs). L'amplification sélective permet ensuif'ajuster le nombre de fragments a
observer. Sur gel d'acrylamide, plusieurs dizadefagments (généralement entre 500 pb et
100 pb) peuvent donc étre visualisés en une sl Riivie d'un seul gel, sans nécessiter de
connaissances préalables sur I'espéce. Cette qeehest également utilisée pour identifier les
différences génétiques entre les clones de vigaeeRemple, 24 accessions\d#is vinifera
cv. Traminer ont été charactérisé en utilisanédéhts marqueurs moléculaires dont les AFLP
(Imazioet al, 2002).

1.4.4.1.2. Polymorphisme de répétition
Environ 30% de la partie non codante du génome hustnt constitué de séquences
répétées. Le polymorphisme de répétition est cagéaes séquences courtes (dites séquences
noyau ou motif de base), non codantes, répétéemateere juxtaposée. Ces séquences
montrent une trés grande variabilité dans le nontdaeépétitions dites en tandem de la
séquence noyau et sont transmises de facon stelole ks lois mendéliennes. Selon la
structure et le nombre de répétitions du motif deebformant le polymorphisme, on distingue

les minisatellites et les microsatellites.

1.4.4.1.2.1. Minisatellites

La découverte des minisatellites par Alec Jeffreps1985 (Jeffreyet al, 1985) a
révolutionné I'utilisation de I'ADN en matiere atification et de filiation. Le motif de base
de ces marqueurs, également appelés VNVRrigble Number of Tandem Rep@ats
(Nakamuraet al, 1987), compte entre 9 et 100 pb. Il est réitarreedeux et quelques
centaines de fois a chaque locus (Tautz, 1989;zTd4993) générant ainsi des fragments de
500 pb a 20 kpb en taille. Les minisatellites sentent plus frequemment dans les régions
subtélomériques des chromosomes (Rogteal, 1988; Amargeret al, 1998) et leur
variabilité semble liée a des recombinaisons naies (trossing-ovel) inégales et des

conversions génétiques (Jeffregtsal, 1998).
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AATGCCTGGAATTCTAATGC
TTACGACCTTAAGATTACG

AATGCTGGACTTCTAATGC
TTACGACCTGAAGATTACG

a

AATCCTGGAATTCTAATGC
TTACGACCTTAAGATTACG

AATGCTGGA- TTCTAATGC
TTACGACCT- AAGATTACG

b

Figure SB.4 : Polymorphismes ponctuels de séquence

a- Polymorphisme de séquence d'un seul nucléoBdk}

b- Polymorphisme d’insertion ou de délétion d’'urléotide (indel)
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1.4.4.1.2.2. Microsatellites

Les microsatellites ou SSR (répétitions de séquemimples) ou STR (séquences
répétées en tandem) consistent en une séquenceNd@iyue de gquelques nucléotides (2 a
6 pb) répétée plusieurs fois en tandem (deux aueimg fois a chaque locus) (Litt et Luty,
1989; Tautz, 1989). Les microsatellites généremst aleles de petite taille (50 a 500 pb et
sont, par conséquent, facilement amplifiablesolis une distribution plutét uniforme sur le
génome avec la présence d'un locus tout les 6 kphQBeckmann et Weber, 1992). Les
microsatellites sont trés variables ; sur un lodgigsmontrent souvent des dizaines d’alleles
différents I'un de l'autre dans le nombre de rém@s. lls sont les marqueurs de choix pour
les études sur la diversité et la cartographidates effets quantitatifs (QTL).

Les marqueurs microsatellites sont devenus deks adichoix pour l'identification des
variétés de vigne et leurs propriétés permettest ajgplications plus larges telles que la
cartographie des génomes, les études phylogéngtifue’ évolution. De nombreux articles
relatent l'utilisation des microsatellites pourtlife de la diversité génétique chez la vigne
(Sefcet al, 2001; Hocquignet al, 2004; Pelsyet al, 2010).

1.4.4.1.3. Polymorphisme ponctuel de séquence (SNP)

La forme la plus abondante de variation de séqueres SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) - suscite beaucoup d’attention demuielques années de la part de la
communauté scientifique. Les SNPs constituent lgomib& du polymorphisme du génome
(90% du polymorphisme du génome humain) (Brook@89%L

Ce sont des substitutions d'un seul nucléotide suiproduisent a des positions
ponctuelles dans le génome (Figure SB.4a), généesialleles différents (Brookes, 1999)
mais qui ne changent pas la longueur globale dédaence d’ADN.

Les petites insertions et délétions (indels), satigemprises dans la dénomination SNP
utilisée de maniére trés large, ne correspondegt spictement a la définition ci-dessus
(Figure SB.4b) puisqu'un tel événement peut induitedécalage du cadre de lecture de la
séquence (frameshift). A l'origine, les SNPs s@su$ de mutations survenues dans les
cellules germinales et qui ont échappé au systemépadeation de 'ADN. Ainsi, la mutation
a pu étre transmise a la descendance, a condigorsfir qu'elle ne soit pas létale. On observe
un SNP lors du changement d’'une base en une attamsition ou transversion. Les
transitions correspondent au remplacement d'unegpar une autre purine €&A) ou d'une

pyrimidine par une autre pyrimidine €€T).
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Les transversions sont des changements de puripgriemidine ou inversement (€A,
CoG, TeA, TeG). Les polymorphismes les plus fréquents sontrbassitions puisqu'elles
n'impliquent pas le changement de noyau des bas#ées. Ainsi la taille et la structure
globale du nucléotide ne sont pas modifiees etygdéme de réparation ne détecte pas le
changement. De méme, il semble que la prédomindaecgubstitutions €T (GeA sur le
brin complémentaire) soit aussi liée aux réactioles désamination de méthylcytosines
(Holliday et Grigg, 1993). Ainsi 2/3 des SNP impient une transition de C en T (Brookes,
1999). Selon l'endroit ou ils apparaissent, ceg/mpotphismes peuvent avoir des effets
différents sur le phénotype. La diversité nuclégtié dans les exons est trés inférieure a celle
qui est observée dans les régions non-codanteériinte. La plupart des SNPs sont localisés
dans les régions non codantes et n'ont aucun inghestt sur le phénotype d’'un individu.
Les SNPs exoniques n'aboutissent a des changemamtsynonymes de codons que dans
50% des cas (Nickersaat al, 1998). Les SNPs des régions codantes qui affeletéonction
ou la structure des protéines encodées peuvent de®irépercussions importantes. Les SNPs
des régions non-codantes peuvent aussi affecteédalation des géenes ou présenter un
déséquilibre de liaison avec une autre mutationtr@uve approximativement un SNP toutes
les 1000 pb dans les régions non codantes du géhomain et un SNP toutes les 3000 pb
dans les régions codantes (Brookes, 1999). La frisgudes SNPs semble plus importante
chez les plantes. Par exemple, chez le mais, owetnmn SNP toutes les 100 pb ou méme 50
pb, selon la région considérée (Rafalski, 2002¢zde soja, 5 SNPs sont trouvés toutes les
1000 pb (Coryelkt al, 1999).

Comparés aux autres marqueurs moléculaires, les ®NPune répartition homogéene
dans le génome et sont généralement tres nomhbreaXSNPs peuvent servir de marqueurs
pour suivre I'évolution des espéces (Crow, 199%tlal, 1996).

Il existe actuellement de nombreuses techniquesvié mettre en évidence la présence
de SNP dans I'ADN. Chaque technique présente dastages et des inconvénients, il est

donc difficile d'en citer une comme étant idéale.

Le TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genes) est une méthode de
géneétique inverse, basée sur la capacité d'unenectiase a détecter les mésappariements
dans un double brin d’ADN et a couper a leur niveaauséquence d’intérét est amplifiée par
PCR avec des amorces fluorescentes. Les mésappateapparaissent lorsque deux brins
d’ADN ne possedent pas la méme séquence, créasit geis hétéroduplexes lors de leur

appariement.
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Cela permet de détecter des points de mutation esitnduits par une mutagénese
chimique. Les mutations sont reconnues par une emtiase qui va cliver 'ADN aux
endroits de mutations et de cette maniére génésrfichgments fluorescents de tailles
différentes (McCallumet al, 2000). Cette technique peut étre utilisée poueaiér du
polymorphisme inconnu (EcoTilling) la ou d'autreschiniques ne sont pas suffisamment
résolutives. L'EcoTilling est une méthode fondée kucapacité du Tilling a détecter des
mutations et est adaptée a la mise en évidence otigmprphisme du génome, dont
principalement les SNP (Comai al, 2004). Un individu de référence est choisi etpool
d’individus différents (nommeé écotype) est consgtitl’écotype est ensuite comparé a

I'individu de référence.

1.4.4.2. Le séquencage direct
Le séquencage d’ADN permet de mesurer la divelsipdus fondamentale car tous les
marqueurs sont dérivés du polymorphisme de I’ADBE kechnologies de séquencage ont été
grandement améliorées ces derniéres années, ettastft de générer plusieurs gigabases
par semaine, les produits PCR peuvent étre ségueaticectement et cibler toute région

génomique d’intérét. Les résultats sont tres haetgémeproductibles et informatifs.
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2. Lavigne

2.1.Domestication et évolution

Les premieres traces de viticulture ont été déatesalans I'actuelle Géorgie et datent
de plus de 7000 ans (Rowley et Ribaut, 2003). @rdgcouvert des vases vinaires antiques et
plus de soixante variétés de vightig viniferg sauvage dont les raisins auraient été vinifiés
des le milieu du second millénaire avant notre Beeculture de la vigne se serait ensuite
répandue vers les pays tempérés, du Moyen Oriequi’au$Occident européen, en suivant le
développement des grandes civilisations. Au Moyge;Ae vignoble et les vins sont entrés
dans une phase d’essor a l'instigation du christae. L'ancienne France monarchique a
définitivement fixé I'entretien des vignobles comroelture traditionnelle (Jacquemont,
1993).

A partir de la deuxiéme moitié du XlIXe siécle, lggroductions successives de
différentes maladies comme l'oidium, le mildiousefrtout le phylloxéra ont provoqué un
véritable bouleversement des comportements et adigjyes viticoles en Europe. L'oidium a
éte observé pour la premiére fois en 1847 en Aagkst apres l'importation de plants
contaminés venant des Etats-Unis. Avec I'apparidanmildiou et du black-rot en 1878 et
1885, les traitements phytosanitaires se sont gheés (Pouget, 1990). Le phylloxéra a été
observé pour la premiére fois en France en 1868rées et a Bordeaux. Le puceron qui en
est responsable a été introduit en Europe par dimagion de variétés américaines infectées et
a ensuite ravagé la quasi-totalité du vignobleda@ et européen en I'espace de 25 ans. La
crise phylloxérique a nécessité la reconstitutiorcele vignobles en généralisant le greffage
des cépages traditionnels sur des porte-greffesi@an résistants. Cette crise a entrainé une
perte importante de la diversité génétique, puissgidls les cépages les plus importants

économiquement ont été replantés.

2.2.Importance économique et culturelle
La vigne est une production agricole traditionngjlé occupe une place économique
importante et serait méme un fait de civilisation’@ en croit Jean-Robert Pitte (Pitte,
2004). Ainsi, I'enjeu de la vigne dépasse sa dineengconomique c’est une composante
culturelle et sociale des societés occidentalds. dérrespond a un style de vie voire a une

culture nationale et promet bon nombre d’emplois.
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Famille

Vitaceae
Genre Genre Genre Genre Genre
Cissus Clematicissus Vitis Cayratia Puria
(350 espéces) -
Parthenocissus Acareosperma| Nothocissus
Ampelopsis (15 especes)
94 espéces .
( P ) Pterocissus Yua
Landukia
Pterisanthes
Cyphostemmay Cissites
Rhoicissus
Tetrastigma
Paleovitis
Ampelocissus
Sous-genre Sous-genre
Euvitis Muscadinia
2n =38 2n =40
|
[ | |
Groupe Groupe Groupe
Asiatique Américain Européen
Environ 15 espéces| | Environ 20 espéces| 1 espéce 3 especes
V. vinifera

Figure SB.5 : Classification systématique degitaceae(d’apres Galet, 1993)
Selon la classificatioriyluscadiniapeut étre considéré comme un sous-genréitieou comme un genre a part

entiere.
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Le raisin n’est pas seulement utilisé comme fruia &onsommation directe mais est
aussi a la base de produits a forte valeur ajoigiéeque le vin, I'huile, le vinaigre ou les
cosmeétiques (polyphénols).

Actuellement, la vigne représente seulement 3%teless cultivées en France, mais
environ 20% de la valeur des produits agricolescdass. En 2006, I'hexagone se placait
parmi les premiers producteurs avec 18,5% de ldyateon mondiale de vin (Organisation
des Nations Unies pour I'’Alimentation et I’Agricuie). Les exportations représentaient 14,78
millions d’hectolitres, essentiellement en direstiole nos voisins européens (Grande-
Bretagne, Allemagne), mais aussi vers les Etats-@hiplus récemment vers les marchés
asiatiques. Les Francais font également partie plies grands consommateurs, avec une
moyenne de 53,8 litres de vin par habitant et parea 2006 méme s'il y a une légere
décroissance (-1,6% / 2005 ; source FAO).

La vigne est cultivée en France dans des régioms canditions climatiques trés
différentes, climat semi-continental (Alsace, Chagne, Bourgogne), océanique (Bordelais,
Vallée de la Loire) ou méditerranéen (Vallée du mhavidi, Provence et Corse). Les vignes
cultivées en France sont composeées de 50 cépageppux. Les 10 principales variétés de
cuve représentent 75% de la production viticoledaise : Merlot, Grenache, Ugni blanc,
Carignan, Syrah, Cabernet sauvignon, Chardonnalyer@at franc, Gamay, Pinot noir. Le
territoire francais produit pres de 400 vins d'dfgt®n contrdlée et 150 vins de pays. En
Alsace, les vins les plus renommeés sont le Rieslenyluscat ottonel, le Gewurztraminer, le

Pinot gris et le Pinot blanc.

2.3.Taxonomie
La vigne, plante angiosperme dicotylédone, estliame de la famille de¥itaceae

anciennement famille desmpelideagPlanchon, 1887). Cette famille, associée aux Ifesi
des Rhamnaceaeet desLeeceage forme l'ordre des Rhamnales. La famille désaceae
comprend 19 genres dont le gervais (Galet, 1993; Galet, 2000) (Figure SB.5). Les
Vitaceaesont, en général, des arbrisseaux a tiges sarmesntegrimpant comme des lianes,
s’attachant a des supports variés grace a deesvifpposées aux feuilles. Le geNits est
divisé en 2 sous-genrdsyvitiset Muscadinia(Planchon, 1887).
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Le sous-genréMuscadiniacomprend trois especes diploides (2n = 40 chromespm
originaires du Mexique et des Etats-Unis. L'espemtendifolia est utilisée dans différents
programmes de sélection pour sa résistance oué&ariok a de nombreux agents pathogénes
de la vigne, comme le mildiou, I'oidium et le ploféra.

Le sous-genr&uvitisregroupe les vignes dites « vraies » et comprermg@nsoixante
especes diploides (2n = 38 chromosomes) localisgeAsie orientale et en Amérique du
Nord. Ce sous-genre est réparti en trois groupésn sleur origine et leur répartition
géographique : asiatique, américaine et europé@gtugdin et Schneider, 1998).

La vigne asiatique comprend une quinzaine d'espgesont résistantes aux maladies.

La vigne américaine est composée d’une vingtainespdces qui présentent
généralement une bonne résistance aux agents padspg®tamment au phylloxéra, mais
n‘ont que peu d'intérét d'un point de vue oenolagidelles sont de ce fait utilisées comme
porte-greffes pour leur résistance aux maladiesien croisées aveg. viniferapour produire
des hybrides.

La vigne européenne n’est constituée que d'uneesespeceVitis vinifera Linné
cultivée Gativg et sauvages(lvestrig (Huglin et Schneider, 1998). Cette espece regroup
'ensemble des cépages cultivés dans les vigndbdegais. Le compartiment cultivé de
'espéce,V. vinifera ssp. sativacomprend plus de 6000 variétés ou cépages, gseptent
des caractéristigues morphologiques ou ampélogyaphi trés différentes (Alleweldt et
Possingham, 1988). Ce nombre est en perpétuellritiévo du fait de la disparition de

certains cépages et de la création de nouvelléstesr

2.4.Modes de propagation de la vigne
2.4.1. Lareproduction sexuée

La reproduction sexuée résulte de la fusion deségesnissus de deux individus
(allofécondation) ou du méme individu (autofécomgt La reproduction sexuée peut créer
de la diversité génétigue et ainsi participer ddjatation et a I'évolution des espéces. En effet,
deux mécanismes peuvent en étre a l'origine : ltatimn et la recombinaison génétique. La
mutation provoque l'apparition de la majorité desnfes alléliques présentes dans la
population.

La recombinaison génétique impligue deux mécanisnegrossing-over (échange de
matériel génétique entre deux chromosomes homaddgeie la distribution aléatoire des

chromosomes homologues de chaque paire dans leteg(A™loi de Mendel).
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Chez la vigne cultivée, les pépins issus de laodymtion sexuée représentent la
premiere forme de conservation. Cette technique&rgénne descendance non identique au
matériel de départ. La diversité ainsi créée paet@lorisée par la recherche de génotypes
adaptés a de nouvelles conditions environnement@lependant, le milieu professionnel
viticole cherche au contraire a multiplier a l'idiggne une plante qui présente des qualités

d’intérét agronomique, technologique et organotpi

2.4.2. La multiplication végétative

La technique de la multiplication végétative perrd&ibtenir rapidement des plants
conformes a la souche de départ, ce qui a probabkeroontribué au succés de la
domestication de la vigne. De nombreuses techniqgoeg employées pour multiplier
végetativement les especes cultivées, par exempieuturage qui consiste a mettre en terre
un fragment de plante dépourvu de racines. Le ntagmest un cas particulier de bouturage
puisqu’'un rameau de la plante est couché sous étnmreste lié a la plante mere jusqu’a la
formation de racines. Certaines espéces, commeralsief (stolon) et le framboisier
(drageon), se propagent par voie végétative at lregturel. C’est également I'unique moyen
de propagation des variétés de vignes apyréneséquioduisent pas de graines).

Lors de I'invasion du phylloxera, il a été nécessae greffer les variétés européennes
sur des porte-greffes d’especes américaines nétastan ce parasite. Le phylloxéra étant
toujours présent dans le vignoble européen, lefagyefsur des porte-greffes résistants est

devenu le seul procédé permettant la culture daytee.

Par opposition a la multiplication par voie sexugaj entraine la ségrégation des
caractéres, la multiplication végétative garamiitiegorie I'identité au matériel de départ. Les
descendants, possédant théoriquement le méme p@EEIMQgénétique, présentent
généralement les mémes caractéristigues agronosiique la plante dont ils sont issus.
L’'apparition de mutations somatiques et épigénéigeprésente pratiquement les uniques
sources de variation génétique chez les plantesuléipfitation végétative (Bessis, 2007;
Pelsy, 2010). Pour les especes fortement hétérazygmmme la vigne, la multiplication
végetative est donc un moyen efficace pour 'lhontiedixer rapidement les caracteres jugés

intéressants.
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2.5.Génome de la vigne

La connaissance du génome de la vigne a pour dbectfavoriser le transfert des
résultats des especes modeéles vers la vigne. Ef, 200 consortium international, le
« International Grape Genome Program » (IGGP) aié pour coordonner et organiser le
séquencage du génome de la vigne. Ce consortivenngigode passer d’une situation ou les
ressources génomiques disponibles étaient quasirmeEtistantes au démarrage du
séquencage complet du génome de la vigne en 200% tmps, de nombreuses séquences
completes ou partielles de genes exprimés (ESTreSgpd sequence tag) ont été déposées
dans les bases de données internationales et des gdiysiques et génétiques ont été
réalisées (Adam-Blondoet al, 2004; Riazet al, 2004; Adam-Blondoret al, 2005). Le
génome de la vigne est le quatrieme génome degpdaiurs a étre séquence apres l'arabette
des damesAfabidopsis thaliang le riz (Oriza sativg et le peuplierRopulus trichocarpg le
second pour les especes ligneuses et le premier Ipsuplantes a fruits charnus. Les
premiéres données de séquencage du génome denkaanig) été disponibles au milieu de
'année 2007.

Un premier projet de séquencage du géenome de e \@gt réalisé par une stratégie de
séquencage global a partir de lectures aléatoésle Genome Shot-gun) visant a couvrir
12 équivalents du génome (URL : http://www.cnsxiidene/Francais/corps_francais.html

Cependant, les variétés de vigne présentent deneos#s variations génétiques avec un taux
d’hétérozygotie d’environ 73% pour les pinots etl’dedre de 60 a 85% selon les variétées
etudiées (Hocquignyet al, 2004; Pelsyet al, 2010), ce qui peut rendre son séquencage
particulierement difficile a étudier. Afin de surmter cette difficulté, le séquencage a été
réalisé sur une lignée de vigne créée a I'INRA daln@r. Cette accession appelée
« PN40024 » a été obtenue par une série d’autodé@tioms successives a partir du Pinot noir
(Bronner et Oliveira, 1991) et présente un taux aibpygotie proche de 93%. Ce choix a
permis I'obtention d’'une séquence de trés hautditgudienviron 480 millions de paires de
bases (Jaillomt al, 2007). La taille effective du génome de la viggecomparable a celle du
riz (Oryza sativa 430 Mb), de la luzerneMedicago truncatula 500Mb) ou du peuplier
(Populus trichocarpad465 Mb), et quatre fois supérieure a celld.dhaliana Le génome de

la vigne contient 30434 genes dont respectivem2@9d, 11404 et 9731 sont orthologues a
des genes de Peuplier, d’Arabette et de riz. Laiedtp est composée a environ 41,4%
d’éléements transposables ou répétés, 30434 gedesitcdes protéines et 600 genes d’ARNt
(Jaillonet al, 2007).
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Figure SB.6 : Evénements de polyploidisation dan®lolution des plantes(d’aprés Jailloret al, 2007)
Chaque étoile indique un événement de duplicativale de génome (tétraploidisation) sur cette trante
point d'interrogation indique que des événementsems sont visibles dans le génome du riz maistaiau
séquences de monocotylédones sont requises poudréscette interrogation.

La formation du génome paléo-hexaploide s’est pteslapres la divergence des monocotylédones.
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Les génes composent 46 % du génome parmi lesquellesi’exons et 37 % d’introns.
Enfin, le séquencage du génome de la vigne indigiepourrait exister environ 400 genes
codant des protéines de résistance chez la vigil(Jet al, 2007).

Parallelement, un autre laboratoire italien s’esicé dans le séquencage du génome
complet du Pinot noir clone ENTAV 115 (Velasebal, 2007). Si les premiéres données ont
été disponibles a la fin de I'année 2006, la tailks séquences assemblées (contigs) a
rapidement cessé d’évoluer (URL : http://genomésearch.iasma.it/iasmal/ll semble en

effet que le taux d’hétérozygotie du génome deecedirieté ait considérablement ralenti
'assemblage des données. Ce projet vise a cobyFiequivalents du génome. Les auteurs
estiment la taille du génome dé viniferaa 504,6 Mb. Le nombre de génes prédit est de
29585 avec environ deux millions de SNP. La longu=ul’ADN répété est estimée a 27,4 %
de la taille du génome. Deux mille quatre génefadieurs de transcription ont été identifiés
et représentent 6,7 % du génome. Les chromosonmaslbgues du pinot noir different en
moyenne de 11,2 % de leur séquence d’ADN. Le gérdaria vigne est dynamique, ceci est
dd en partie a I'activité des éléments transposable

Plusieurs scénarios concernant I'évolution du géndm la vigne se confrontent. Selon
plusieurs auteurs, le génomeAdibidopsiset du peuplier, ont probablement subi trois séries
de duplication entiére lors de I'évolution. La piére duplication aurait eu lieu avant la
divergence des monocotylédones et des dicotylédalmes que la seconde aurait eu lieu
avant la divergence Arabidopsiset du peuplier. Les duplications les plus récediass le
peuplier etArabidopsisse sont produites apres leur divergence.

La plupart des génes se retrouvent dans deux aafgess paralogues, ce qui ameéne les
auteurs a proposer que I'origine du génome degaevierait paléo-hexaploide (Jaillenal,
2007). L'analyse comparée du génome de la vigneeetelui de I'arabette, du riz et du
peuplier a révélé que l'organisation du génomeadeigne était la plus proche du génome
ancestral des dicotylédones. Le génome de la vigsalterait de l'association de trois
génomes indépendants ancestraux difféerents (fasmatlu génome paléo-hexaploide
ancestral). Selon 'hypothése de Jaillenal, (2007), le génome paléo-hexaploide serait
apparu apres la divergence entre les mono- et itegyttdones et serait a l'origine par
exemple des génomesAdabidopsis de la vigne ou du peuplier. Le génome de la vigne
n'aurait pas subi de nombreux réarrangements cltsomigues et en particulier, ne présente
pas d’épisodes récents de duplication de son génmnaairement &rabidopsis thalianat

Populus trichocarpdFigure SB.6).
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Scénario alternatif a celui proposé par Jaillein al. (2007) pour expliquer I'évolution du génome des
Angiospermes. Les analyses suggérent qu'il y aitreévénement a grande échelle de duplication gement

un événement d'hybridation, dans la ligiétes avant la séparation d¥dtis et des autres dicotylédones.
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Les résultats obtenus par Jaillenal, (2007) sont en désacord avec ceux obtenus par
Velascoet al, (2007). Le laboratoire italien présente un sdéreternatif a celui présenté par
Jaillon et al, (2007). Le génome du peuplier eAdibidopsisaurait subi trois duplications.

La premiére duplication a été partagée par to@slicotylédones, la seconde aurait eu lieu
avant la divergence entAgabidopsiset le peuplier mais apres la divergence entr¥/iiges et

les dicotylédones. Une troisiéme duplication, siigod aArabidopsiset au peuplier, se serait
produite aprés leur divergence. Etant donné quedoe® de régions du génome déss
apparaissent en triple, la duplication du génonreagée par toutes les dicotyléedones pourrait
avoir été suivie d'un événement d'hybridation daes¥itis peu de temps apres sa divergence

de la lignée menant au peuplier &rabidopsis(Figure SB.7).

Ces projets de séquencage visent a permettre isign de connaissances sur la
fonction des genes chez la vigne en étudiant laméue fonctionnelle de la vigne. Il est
ainsi possible de mettre en évidence des genesitdda protéines de défense ou bien des

protéines avec d’autres fonctions.

2.6. La vigne et ses pathogenes
2.6.1. Les principaux pathogenes de la vigne

La vigne est sensible a de nombreuses maladietogammiques telles que I'anthracnose
(Elsinoe ampeling le black rot Guignardia bidwell), I'excoriose Phomopsisviticola), le
mildiou (Plasmopara viticol® l'oidium (Erysiphe necatgr la pourriture grise Botrytis
cinereg ou le rougeotRseudopeziza tracheiph)lgui s’attaquent a tous les organes verts de
la plante mais aussi I'esc®Haeomoniella chlamydospora, Phaeacremoniumm alkoph
Fomitiporia punctataet raremenStereum hirsutujret I'eutypiose Eutypa latd qui touchent
plus particulierement le bois. Toutes ces malathes peser une menace constante sur les
vignobles et font l'objet de trés nombreux traitateephytosanitaires (Dubos, 1999). Par
exemple, selon sa virulence, le mildiou peut engameén une seule contamination, des pertes
allant jusqu’a 80% de la récolte potentielle. Demmaé les maladies du bois se sont
considérablement étendues au cours des dernigréssaat menacent désormais sérieusement
les vignobles.

La vigne est aussi sensible a des phytoplasmesmnsables de maladies telles que la
flavescence dorée transmise par une cicadellee @etladie est en recrudescence dans les

vignobles.
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CYCLE DE DEVELOPPEMENT MILDIOU (Plasmopara viticola)

PRINTEMFPS
DISPERSION (splashing)

GERMINATION COSPORES INFECTION PRIMAIRE

15um

SPORANGE
PRIMAIRE

3 .l-. ]
DOSPORE

-
MATURATION QOSPORES

ZOOBPORES INCUBATION
INFECTIONS SECONDAIRES

| SURVIE

| SPORANGES Taches huile

OOSPORES
DEMSITE
SPORANMGES

SPORANGES

ANTHERIDIE

AUTOMNE \""'Q-—
+ 00GONE Phase sexuée ETE

OOSPORE

Olivier \iret, ACW

Figure SB.8 : Cycle de développement delasmopara viticoleet symptémes du mildiou de la vigne
A : Cycle de développement &e viticola (Olivier Viret).

B : Mildiou sur grappe au cours de la floraison

C : Feutrage de mildiou a la face inférieure d’telle de vigne.

Les photos B et C sont extraites du site http://wwnna.fr/hyp3/index.html
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La vigne est également sensible a des virus conameirlis du court-noué ou de
I'arabette qui sont transmis par des nématodgsh{nema index Il n'existe pas de méthode
de lutte directe contre ce virus, seul la prophig@gpeut étre appliquée. D’autres ravageurs
peuvent aussi engendrer d'importants dégats teldagpyrale ou 'eudémis (« Tordeuse de la
grappe ») qui S’attaquent aux baies et générest des blessures qui sont autant de portes

d’entrée pouBotrytis

2.6.1.1. Le mildiou

Le mildiou de la vigne est une maladie causée mamlycéte Plasmopara viticola
(Berk. Et Curt.) Berl. et de Toni, qui appartientaafamille desPeronosporaceagFigure
SB.8). Il s’agit d'un parasite biotrophe obligatigui attaque tous les organes herbacés
(rameaux, feuilles) ainsi que les organes de bmfscence ou de la jeune grappe, qui se
dessechent.P. viticola persiste pendant la saison hivernale sous fornmmosgores
généralement conservées dans les feuilles morésemtes sur le sol. Lorsque les conditions
d’humidité et de température leur sont favorables, oospores germent pour donner
naissance a des sporanges qui contient les zosgfioneme asexuée).

Les précipitations printanieres vont permettremt aoospores de se disséminer. Les
zoospores sont enkystées puis germent sur I'épelden feuilles de vigne et forment un tube
germinatif qui pénétre dans les tissus végétauXgsastomates. Des structures spécialisées,
des haustoria, se développent a partir du mycéliLes.haustoria se développent au sein des
parenchymes et créent une interface d’échangeapaelleP. viticolapréléve les nutriments
nécessaires a son développement. Apres cette pleadéveloppement, il y a reproduction
asexuée avec formation de sporangiophores (stascpartant les sporanges) qui sortent de la
plante principalement au niveau des stomates d®ctainférieure des feuilles. Ces organes
fructiferes portent des sporanges qui vont se r@ifféer en nouvelles zoospores capables de
réaliser des contaminations secondaires (Dubos,)189%utomne, la phase de reproduction
sexuée conduit a la formation des oospores pouwofleservation hivernalePlasmopara
viticola est un parasite obligatoire qui se développe dsfientent sur les feuilles et les
inflorescences de vigne en engendrant un affadstient de la plante, une perte de rendement

et de qualité des récoltes.
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2.6.1.2. L’oidium

L’oidium est provoqué par le champignon ascomyé&gysiphe necato(forme parfaite
ou sexuée) de la famille désysiphaceag(Figure SB.9).E. necatorest un champignon
biotrophe, un parasite épiphyte, qui ne se dévelappen surface des cellules épidermiques.
Il attaque tous les organes herbacés de la vigng, gpevoquer un affaiblissement de la
plante et des diminutions importantes de la quargitde la qualité des raisins. L'hiver le
champignon peut se conserver sous sa forme mycéliasexuéedidium tucker présente
dans les bourgeons dormants ou sous forme cléistsl{eorme sexuée) présents a la surface
des feuilles. Au printemps, les infections primaimont déclenchées par la libération des
ascospores présentes a lintérieur des cléistathéaepar les conidies produites par les
conidiophores a partir des mycéliums. Disséminéesepaent, ces ascospores et conidies
arrivent au contact des organes herbacés de la gignlesquels elles germent. Le mycélium
eémet alors des appresoriums qui perforent la deticDes haustoria, par lesquels le
champignon se nourrit, sont ensuite formés au cones cellules épidermiques. Ensuite, les
conidiophores, apparaissant notamment a la faceisupgdes feuilles, libérent de nouvelles
conidies qui vont contribuer au développement desiplrs cycles asexués. A l'automne, la
phase de reproduction sexuée aboutit a la formates cléistotheces, une des formes de

conservation du champignon pendant 1'hiver (Dub@@9)L

2.6.1.3. La pourriture grise
La pourriture grise est causée par le champignoonagceteBotrytis cinerea(forme

asexuée) qui appartient a la famille @e$érotiniaceadFigure SB.10). L'hiver, il se conserve
sous forme de sclérotes (amas condensés de mycékuroouleur brune). Lorsque les
conditions sont favorables, les sclérotes donnénéglement naissance a des conidiophores
qui portent des conidies ovoides. Le champignon ggatement entrer dans sa phase de
reproduction sexuéeBftryotinia fuckeliang en formant des apothécies a la surface des
sclérotes. Les conidies (ou les ascospores) pewvesiite contaminer de jeunes feuilles ou
des inflorescences mais c'est surtout a la firéadé ueBotrytis cinereaenvahit les grappes
de raisin mdr. A l'automne, le champignon forme m@uvelles sclérotes. Beaucoup
d'incertitudes demeurent sur ce cycle biologiqusque I'observation de la forme sexuée
reste exceptionnelle au vignoble et il semble quiéixiste pas de cycle épidémiologique

(infections primaires puis secondaires).
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Les dégats de la pourriture grise, essentiellenmotasionnés sur baies mires,
s'accompagnent de pertes de rendements mais sultograves altérations des qualités
organoleptiques du raisin (oxydation des phénotidifecation, diminution du taux de
glucose, modification des arémes...) (Dubos, 199%¢pendant,Botrytis cinerea est
également l'agent responsable de la pourriture enobl la base des vins liquoreux de

Sauternes.

2.6.2. Les alternatives a la résistance naturelle
Il existe de nos jours, différentes méthodes de lpbur pallier au manque de résistance

naturelle des plantes.

2.6.2.1. La lutte chimique

Contre les trois maladies majeures de la vignedfoul oidium eBotrytis), la lutte est
préventive et principalement assurée par I'appboatau vignoble de fongicides. Son
efficacité n’est pas toujours vérifiée a long terfapparition de résistances) (De Waatdl,
1993). De plus, ces antifongiques ne sont pas wosijgans laisser de résidus dans les sols ou
les eaux. Des résidus peuvent aussi se retrouvéesstaisins et le vin ce qui peut engendrer
un arrét de la fermentation lors de la fabricati®ws différents produits. Depuis quelques
années, le mot d’ordre est a la lutte chimiqueoraige.

Elle vise a gérer l'apparition de résistance et srefeu une alternance des produits.
Cette lutte raisonnée fait aussi appel a un meillespect des délais d’emploi des produits,
minimum trois semaines avant la récolte, afin d&vies résidus sur les raisins et dans le vin.

La lutte chimique reste le principal moyen de lutés viticulteurs contre les maladies
de la vigne. Toutefois, l'utilisation de pesticiggésente de nombreux risques significatifs :

- sur la santé des viticulteurs et des travaillagscoles (la viticulture est le deuxiéme
secteur le plus exposé en France a ce facteusqlge),

- sur la santé des consommateurs (bien que ledusédie pesticides détectés dans les
raisins et dans les vins restent faibles),

- sur la qualité des eaux (les eaux souterrainesuperficielles dans lesquelles sont
détectées de fortes quantités d'herbicides et slécjgies correspondent toutes a des bassins
ou la vigne est fortement représentée),

- 'apparition de souches pathogénes résistan@®(ixet al, 2002).
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Les champignons peuvent développer des résistances fongicides dont les
mécanismes peuvent étre liés a la réduction derdadnbilité de leur membrane plasmique
ou a la mise en place de processus de détoxificatioproduit actif. Aussi, I'évolution des
pratiques voit se développer des méthodes dedhiteique raisonnée et intégrée. Le recours
a la lutte chimique raisonnée permet une certamgation des traitements phytosanitaires
basée sur le choix de la date du premier traitembag produits utilisés et de la cadence
d'application. La lutte intégrée est une approche mlurable qui combine les moyens
biologiques, agricoles, physiques et chimiques mmmbattre les organismes nuisibles tout
en minimisant les risques pour la santé et I'enviement. De plus, de nombreux efforts
doivent étre faits par les viticulteurs de mani@maitriser et gérer les effluents issus de leur
activité. Toutefois, d'autres méthodes complémeagaiécrites ci-dessous peuvent étre mises

en ceuvre pour lutter contre les agents pathogenkswuigne.

2.6.2.2. Les méthodes alternatives

L’apparition de souches résistantes cBemrytis le mildiou et I'oidium mais aussi une
prise de conscience plus accrue de I'environneroantfait naitre, au cours des dernieres
décennies, le besoin de stratégies alternativepauiiraient conduire a une réduction des
traitements antifongiques trés importants chaqueéanrUne possibilité de stratégie
alternative vise a améliorer la résistance aux ageathogenes de la vigne a l'aide de
produits biologiques (éliciteurs), par voies gémédis (production d’hybrides ou de plantes
transgéniques) ou encore en utilisant des microisgees (lutte biologique).

Des variétés d’hybrides ont été créées par croiseardgre de¥. viniferaet des espéces
de Vitis d’origine américaine résistantes aux maladiesoat stilisées aujourd’hui comme
source de résistance. La création variétale s’&pjourd’hui largement sur ces variétés
d’hybrides pour réaliser une sélection assistéenpagueurs. L'analyse de deux populations
issues de croisement entviiscadinia rotundifolia(résistante . viticola) et V. viniferacv
Syrah (sensible B. viticolg) a permis de mettre en évidence deux QTL de edsist appelés
Rpvl et Rpv2 (Resistance &lasmopara viticola (Wiedemann-Merdinoglwet al, 2006;
Thiéry et al, 2007).

Chez la vigne, des traitements avec des microcsgees non pathogenes ou des
molécules chimiques ont permis d’améliorer la tésise a plusieurs agents pathogénes.
Certains microorganismes non pathogenes inhibedéveloppement des agents pathogénes
Par exemple, les champignons du gédmehodermapeuvent coloniser des zones de la plante

avant queB. cinereane puisse s’y développer (Elmer et Reglinski, 2006
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Des traitements de vignes par lisolatharzianum(T39) augmentent leur résistance a
P. viticola (Perazzolli et al, 2008). L'application de molécules « élicitriceset/ou
« potentialisatrices » sur la vigne semble étrdefigant une bonne alternative a I'utilisation
de produits phytosanitaires. Par exemple, la lanmeaunf-1,3 glucane extrait de l'algue
brune Laminaria digitatg a montré des effets protecteurs sur feuillesctdéies aprés une
infection par P. viticola et B. cinerea (Aziz et al, 2003). L'application d’acidef-
aminobutyrique (BABA) ou de laminarines sulfatéeteptalise des dépbts de callose et de
lignine uniquement aprés une infection far viticola et provoque une diminution de la
sporulation et du développement du mycélium (Hazedmanet al, 2005; Trouveloet al,
2008).

Une autre méthode de protection des plantes vis-des agresseurs consiste a modifier
génetiqguement les plantes en exprimant des gendéfdese issus d’autres organismes ou en

sur-exprimant les génes de défenses déja exig@imabet al, 1997).
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Figure SB.11: Les différentes stratégies des agenpathogenes hémi-biotrophes et biotrophe&’aprés
Mendgen et Hahn, 2002)

(1) Infection hémi-biotrophe patolletotrichum lindemuthianumJne spore (S) s’attache a la surface de la
cellule hdte pour former un tube court, qui seéléhcie en dome, appelé appressorium (A). L’hyiHe) (se
développe sur la base de l'appressorium, transfatri@apression interne en force mécanique pourgpdec
cuticule et la paroi cellulaire. La pénétrationl'tigphe dans la cellule épidermique forme une vdlsi€V) et un
hyphe primaire (PH) s’invagine. Il s’agit du stabmtrophe (a). Un ou deux jours aprés l'infectides
membranes cellulaires commencent & se détruireucsamt a la mort cellulaire (b). De nouvelles deliuhdtes
sont colonisées par I'hyphe primaire et il s’ent sue phase de mort cellulaire répétée (c). Cditese se
termine dés que I'hyphe secondaire étroit (SH) éeelbppe. Les parois végétales se détruisent & adrida

sécrétion par I'hyphe secondaire de nombreuseswyui dégradent les parois cellulaires (fleche).

(2) Infection biotrophe pddromyces fabadJn tube (GT) apparait de I'urediospore (S). Celwgst fixé a I’hdte
par une adhérence (P). Un appressorium (A) se aigpelsur les pores stomatales. L’hyphe (PE) pédeairs la
chambre substomatale et s’'allonge en hyphe d'iiie¢tH). Lorsque IH entre en contact avec la pasdiulaire

héte, un haustoria mere (HM) est formé et I'hauat(i) envahit la cellule héte.
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3. Interactions plantes / agents pathogénes : une guerévolutive

3.1.Concepts généraux de phytopathologie
3.1.1. Introduction

Les plantes sont des organismes sessiles et, #deedce des animaux, il leur manque
la capacité de fuir si nécessaire, de ce fait, selteibissent de nombreux stress
environnementaux. Pendant leur vie, les planted samsi exposées a des conditions
inhabituelles voire défavorables qui présententnypact significatif sur leur physiologie et
leur développement. Elles ont su développer malgué immobilité, divers mécanismes
sophistiqués et efficaces pour reconnaitre et ctinebées microorganismes pathogéenes
(champignons, oomyceétes, bactéries, nématodess \etu ravageurs) lorsqu’elles sont
attaquées. Une infection résulte de I'incapacitéadaante a reconnaitre I'agent pathogéne et
dans ce cas, les stratégies peuvent étre tresafés (Hammond-Kosack et Jones, 1997).
Les agents pathogenes nécrotrophes ont un largérespihotes et tuent les cellules hotes,
grace a une batterie d’enzymes de dégradation dbxiees, avant de métaboliser leur
contenu (de Wit, 2007). Les agents pathogenesdpiotrs envahissent les organismes vivants
grace aux haustoria, ce qui leur permet d’expldgéenétabolisme de leur hote sans les tuer.
lls ont généralement une gamme d’hétes plus étecaitd'infection nécessite une adaptation a
'hote. Les agents pathogenes hémi-biotrophes egisde facon similaire aux agents
pathogenes biotrophes au début de l'infection nmaig invasion peut éventuellement
conduire a la mort cellulaire de 'héte (stratégécrotrophe) (de Wit, 2007) (Figure SB.11).
Quand un agent pathogéne envahit avec succes Eh@ause la maladie, 'agent pathogéne
est dit virulent, I'h6te est sensible et l'inteliaat est compatible (Glazebroak al, 1997).
Dans le cas contraire, si I'héte répond en activkes réponses de défense qui suppriment la
colonisation par l'agent pathogene, alors celuest dit avirulent, I'hdte est résistant et
I'interaction est incompatible.

De nombreux travaux de recherche menés ces desra@reées ont permis de mieux
comprendre les mécanismes d’interaction entre ¢esita pathogenes et les plantes et de
caractériser les génes de résistance mis en jeu.

Chez la vigne, différentes réactions de défensé@nmises en évidence au cours de son
interaction avec des pathogenes fongiques et basé(Jeandeet al, 1995; Roberet al,
2002; Bonomelliet al, 2004).
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1- Sélection de l'allel&R1

Pathogene virulent Pathogene avirulent
Plantes sensibles Plantes résistantes
R1a faible fréquence L'alléle R1est a haute fréquence
4- Sélection d&E1 2- Sélection contr&l
Pathogene virulent E1 muté ou perdu
R1a faible fréquence R1linefficace
Plantes sensibles Plantes sensibles

3- Sélection contr®1

Figure SB.12 : Co-évolution d'un géndRk de I'h6te et du géneE de I'agent pathogene correspondantlones
et Dangl, 2006)

L'agent pathogéne porte un gene d’avirulengg dui est reconnu par un alleRl (1). Cette reconnaissance
entraine une augmentation de la fréquence deléa®&dans la population. Les agents pathogenes poyudés
E est muté sont ensuite sélectionnés car ils peuntgtter les plantes portant l'allefl (2). L'efficacité deR1
diminue et les plantes portant l'all# ont un pouvoir adaptatif réduite (3). La fréquededR1 diminue. La
population d’agents pathogenes posséde toufplirEn absence del, E1 confére un meilleur pouvoir adaptatif
et sa fréquence dans la population va augmente€gt) reconduit a une sélection @& Dans les populations

de plantes et des agents pathogenes, ce cycleresament.
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Ces réactions sont exprimées dans les différegimnes de la vigne en réponses a des
éliciteurs biotiques et abiotiques (Derclatlal, 1996; Azizet al, 2003; Bonomelliet al,
2004) et sont souvent mises en relation avec laectzre de tolérance ou de résistance de la
vigne a de nombreux pathogénes (Reuveni, 1998kbBlestal, 1999).

3.1.2. Coévolution plantes / agents pathogénes : évolutiau systeme
immunitaire de la plante

Bien que les plantes soient soumises a un grandomomie micro-organismes, le
développement de la maladie reste I'exception. tim&volution entre les plantes et leurs
bioagresseurs est d'aprés de nombreux biologigtéerigine de la plupart de la diversité
naturelle observée sur Terre (Rausher, 2001). Ades pressions de sélection fortes sont
attendues sur les genes impliqués dans la résesanc agents pathogenes chez les plantes.
En effet, I'histoire évolutive de ces genes estvepu modelée par la nécessité soit de
reconnaitre les agents pathogénes soit d'échapaeeéonnaissance, ce qui induit des profils
d'évolution rapide. Les interactions plantes / oocganismes sont tres complexes et
impliquent une communication bilatérale au niveaéuoulaire. Le succes dans la défense de
la plante dépend de lintensité et de la rapiditépeieeption de I'agent pathogeéne, de la
communication cellulaire et de la capacité desutadl végétales a produire une réponse
efficace contre I'agent pathogene. Ces mécanisméyalutifs ont fait I'objet de nombreuses
revues (Chisholnet al, 2006; Bent et Mackey, 2007).

La coévolution permanente entre les plantes es lagents pathogenes permet a chacun
de trouver de nouvelles parades pour gagner dairieface a l'adversaire (Figure SB.12).
Cette co-évolution se fait en plusieurs étape3 T¢ut d’abord, I'agent pathogene attaque et
exploite la plante, (2) du fait de I'attaque degkat pathogene, le pouvoir adaptatif de la
plante est réduit, (3) on observe alors la sélectimin systeme de résistance qui peut se
propager dans lI'ensemble de la population de latgla(4) qui s’accompagne d’une
diminution du pouvoir adaptatif de I'agent pathogémans les plantes qui ont acquis ce
systeme de résistance (5) au final, la sélectiom génotype d’agent pathogene capable de

contourner la résistance va se répandre dans ldgimm des agents pathogénes.
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Figure SB.13 : Le modéle en zig zag : une vue évble de la reconnaissancéd’apres Jones et Dangl, 2006)
En phase 1, la plante détecte les PAMPs / MAMPs potiver la PTI (PAMP-triggered immunity) via IPRRs
(Pattern Recognition Receptors), il y a un niveauésistance basal.

En phase 2, la sélection favorise certains ageaiteogenes qui produisent des effecteurs interféraat la PTI
ou permettent une meilleure nutrition ou dispergfanteurs de virulence) conduisant a 'ETS (effedtiggered
susceptibility), il y a développement de la maladie

En phase 3, la sélection favorise les plantes qasgdent une protéine NB-LRR reconnaissant untetfec
particulier (rouge) pour activer une version anigéfde la PTI qui peut amener a une réaction ditsgmsibilité
(HR). La résistance est spécifique.

En phase 4, les isolats des agents pathogenesngyieodu I'effecteur rouge (ou gagné d'autres e
inactivant la HR) sont sélectionnés. La sélectianofise aussi les plantes qui acquierent de nasvell
reconnaissances NB-LRR. Il y a a nouveau le dépelo@nt de la maladie.

En phase 5, de nouvelles protéines de résistangegmb reconnaitre les nouveaux effecteurs, erardialors a

nouveau l'induction de I'ETI.
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Une interprétation moléculaire de cette coévolutoété proposeée, il s’agit du modéle
en « zig-zag » (Jones et Dangl, 2006) (Figure SBA8& modele est en trois phases :

- Reconnaissance extracellulaire des motifs miemdi les PAMPs (Pathogen-
Associated Molecular Patterns) (Zipfet al, 2004), motifs caractéristiques des agents
pathogenes ou MAMPs (Microbial-Associated Moleciatterns), sont reconnus a la surface
de la cellule végétale par des récepteurs extrdaeds PRRs (Pattern Recognition
Receptors). Cette perception déclenche un premper tle réponse appelée PTI (PAMP-
triggered immunity).

- Introduction d’effecteurs microbiens : la PTIfusouvent a bloquer I'infection, mais
les agents pathogénes ont développé des moyengctigpper ou de la supprimer, par
exemple, en sécrétant des protéines effectricesltprent la signalisation et provoquent la
sensibilité de la plante (ETS, Effective-Triggefasceptibility).

- Intervention des protéines R : il se développmrsaun deuxieme type de réponse
baptisée ETI (Effector Triggered Immunity). L’ETdif intervenir les protéines codées par les
géenes de résistanétde la plante qui reconnaissent ces facteurs déewice et bloquent la
croissance du micro-organisme, apres une prolié@rdimitée de ce dernier. Ceci induit donc
une réponse d'hypersensibilité au site d'infectiemfin certains isolats virulents de l'agent
pathogéne surmontent I'ETI en développant de naxvetiecteurs. La reconnaissance de ces
effecteurs par des protéines de résistance cosolument a la réponse d’hypersensibilité.

Dans ce systeme, il existe une véritable "inteoattentre I'agent pathogene et la plante
hote, illustrant I'existence de coévolutions a tmssniveaux de l'infection (Jones et Dangl,
2006).

3.1.2.1. Reconnaissance des microorganismes p&arite
3.1.2.1.1. Reconnaissance de motifs microbiens conservés

Les plantes reconnaissent des éléments structarkugurface des microorganismes.
Ces composants sont souvent des molécules indetpessa la pathogénicité et a la survie
du parasite (McGuinnest al, 2003) et sont, de ce fait, conservés au coufedaution.
Ces éléments peuvent étre de difféerentes natulg®polysaccharidique, lipidique,
protéique, glycoprotéigue ou glycolipidique (Nurriper et Lipka, 2005) (Tableau SB.3).

Parmi les archétypes des MAMPs protéiques, on pitert la flagelline, dont les
extrémités N et C terminales sont trés conservbBes tes eubactéries. Cette protéine est

reconnue par les plantes (Gomez-Gomez et Boll&2)0
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Eliciteurs

Microorganisme

Structure minimale pour
I'activation des défenses

Réponse biologique

Références

Lipopolysaccharide
(LPS)

Bactérie Gram négatif
(Xanthomonads, pseudomohas

Lipide A?

Burst oxydatif, production d’enzymes anti-
microbienne chez le poivron et le tabac,
potentialisation des réponses de défense

contre les bactéries

Meyeret al, 2001; Newman
et al, 2002; Zeidleet al,
2004)

Flagelline

Bactéries Gram négatif
(Pseudomonas, Acidovonax

Flg22 (fragment N-terminal de
la flagelline)

Induction des réponses de défense chez

la tomate et Arabidopsis

Felix et al, 1999; Gomez-
Gomezet al, 2002;
Mezianeet al, 2005

Facteur d'élongation
(EF-Tu)

Bactéries Gram négatif

EIf18 (Fragment N-acetylé
terminal de EF-Tu)

Burst oxydatif et production d'éthylene

chez Arabidopsis

Kunzeet al, 2004; Zipfelet
al., 2006

Bactéries Gram négatif

Mort cellulaire et induction des

Wei et al, 1992; Heet al,

Harpine (Erwinia, Pseudomonas HrpNetz réponses de défense chez différentes 1993; Leeet al, 2001;
’ plantes Clarkeet al, 2005
Protéines de réponse Bactéries Gram négatif et Motif RNP-1 Burst oxydatif et production d'éthyléne

au froid (Cold shock)

Gram positif

(fragment N-terminal)

chez le tabac, la tomate et la pomme de

terre

Felix et Boller, 2003

Protéines inductrices
de nécrose

Bactéries Bacillusspp.),
champignonsKusariumspp.)

et oomycétes

(Phytophtoraspp. etPythiumspp.)

Nepl, Nip, PaNie213

Mort cellulaire et induction des

réponses de défense chez différentes

plantes

Bailey, 1995; Fellbrictet
al., 2002; Mattineret al,
2004; Pemberton et
Salmond, 2004; Qutoét al,
2002; Veitet al, 2001

Transglutaminase

OomycetesRhytophtoraspp.)

Motif Pep-13 (épitope de

Induction des réponses de défense chez

surface de la transglutaminase) le persil et la pomme de terre

Nurnbergeeet al, 1994;
Brunneret al, 2002

Protéines de transfert
lipidique

Oomycétes
(Phytophtoraspp. etPythiumspp.)

Elicitines (Cryptogéine,
Capsicéine)

Mort cellulaire et induction des

réponses de défense chez le tabac et

SAR

Osmanret al, 2001; Garcia-
Bruggeret al, 2006

Peptide TKLGE (épitope de

Mort cellulaire et production d’éthylene

Enkerliet al, 1999; Ron et

Xylanase ChampignonsTrichodermaspp.) surface de la xylanase) chez le tabac et la tomate Avni, 2004
A . Activation de la voie des
Invertase Levures Peptide N-Mannosyle phénylpropanoides et la production Basseet al, 1993
(fragment de l'invertase) AR
d’éthyléne chez la tomate
ChampignonsRyricula oryzag, Tetraglucosyl glucitol, . . . Klarzynskiet al., 2000;
B-glucanes OomycétesRhytophthoraspp.), branched hepta-b-glucoside, Induction des réponses de défense chez Fliegmannet al, 2004;

algues brunes

Oligo B-glucosides linéaire

les légumes, le tabac et le riz

Yamaguchiet al, 2000

Fucanes sulfatés

Algues brunes

Fucane

Induction des réponses de défense chez
le tabac et résistance systémique face

aux infections virales

Klarzynskiet al, 2003

Chitine (degré de

Induction des réponses de défense chez

Baureithelet al, 1994; Itoet

Chitine Champignons polymérisation > 3) I:’:\ tomate, Arabidopsis, le riz, le blé et al., 1997; Ramonelt al,
I'orge) 2002
Ergostérol Champignons Induction des flux d’'ions chez la tomate Granadeet al, 1995;

Rossarcet al, 2006

Kogaet al, 1998; Umemura

Cérébrosides A, C ChampignonsNlagnaporthespp.)  Sphingoides Production de phytoalexines chez le riz et al. 2004

Coronatine Bactérie Pseudomongs |r_1dun la senescence etla fqrmatlon de Tamogamiet al, 2000
divers métabolites secondaires

Syringoline Bactérie Pseudomongs Activation des génes de défense chez le rivaspiet al, 2001

Pectinase Champignon Botrytis, Mucoj BcPG1 Activation des défenses chez la vigne Poinssoet al, 2003

Protéines Avr

Champignon Cladosporiur

Chisholmet al, 2006

Tableau SB.3 : Molécules élicitrices des mécanismes défense chez les plantésodifié d’aprés Nirnberger

et Lipka, 2005 et Jourdaat al, 2008)



Synthése bibliographique

Chez Arabidopsis le motif responsable de l'activité élicitrice est peptide de 22
acides aminés, appelé flg22. Il suffit a la recassance, active la PTI et permet par
extension la transcription de 1100 génes (Fetial, 1999; Zipfelet al, 2004). D’autres
protéines élicitrices ont été identifiees commeratéine intracellulaire EF-Tu qui est un
facteur d’élongation de traduction (Zipfet al, 2006) ou bien les protéines de réponse au
froid (Cold Shock) (Felix et Boller, 2003). Il exgstrois grands types de MAMPs de nature
polysaccharidique (Shibuya et Minami, 2001) : legyavheres deB-glucane qui sont
communs aux parois végétales et fongiques, lesrakges de chitine présents dans les
parois des champignons et enfin les oligogalactdemi(OGA) polymeres d’acides
galacturoniques, des parois végétales. Ces dermigpables de stimuler les mécanismes
de défense de la plante ne peuvent pas étre défomsme des MAMPs car ils ne
proviennent pas du microorganisme et sont appdiégears endogenes ou DAMPs
(Damage-Associated Molecular Patterns) (Bolleretixi=2009).

Chez la vigne, plusieurs MAMPs et éliciteurs oré ilentifiés et sont capables de
stimuler les mécanismes de défense. On note panmeeles rhamnolipides (glycolipides
produits parPseudomonas aerugingsd’ergostérol et I'endopolygalacturonase BcPG1
(issus du champignon nécrotropBetrytis cinerea (Poinssotet al, 2003; Laquitaineet
al., 2006; Varniet al, 2009), la laminarine¢glucane extrait de I'algue bruh@minaria
digitata), les oligogalacturonides et les cellodextrinegitfet al, 2003; Azizet al, 2004;
Aziz et al, 2007).

3.1.2.1.2. Les effecteurs de virulence

Pour réussir a se multiplier, un agent pathogen¢ échapper a la PTI ou la
supprimer, grace a des molécules effectrices quvgrg avoir un réle structurel mais qui,
le plus souvent, sont injectées dans la celluldadplante (Granket al, 2006). Le rble
principal de ces effecteurs consiste donc a magipges voies de signalisation conduisant
a la mise en place des défenses basales et ahiberinLes bactéries phytopathogenes
utilisent un systeme de sécrétion de type Il (T,T®$e Three Secretion System) pour
délivrer de 15 a 30 protéines d’avirulence (Trunenal, 2006). D’autres effecteurs
peuvent supprimer la reconnaissance de PAMPs oweatd transcription de génes de la
plante. Certains miment des toxines de plante, ocenlan coronatine, produite par

Pseudomonas syringae
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Cette phytotoxine ressemble a un dérivé de I'aadmonique (JA) qui avec I'acide
salicyligue (SA) et I'éthyléene (ET), régule les répes de défense de la plante. La
coronatine pourrait mimer la production de JA piminiber la voie du SA nécessaire a la
défense contrd®. syringae(Cui et al, 2005; Katsiret al, 2008). D’autres effecteurs
interferent avec la fortification des parois celitds par le depdt de cellulose ou
suppriment la réponse hypersensible. Chez les dagams biotrophes et les oomycetes, il
n'y a pas de TTSS. Ces derniers délivrent cependizseffecteurs de virulence extra- ou
intra-cellulaires (Kamoun, 2006). Ces effecteursspdent souvent le signal commun
RXLR.

Concernant la recherche de molécules effectricesagents pathogenes de la vigne,
plusieurs genes dBlasmopara viticolaexprimés au cours de linteraction compatible
(P. viticola / V. vinifera cv Riesling) ont été mis en évidence (Poleszinal, 2008).

Cependant, aucun de ces effecteurs ne code unneRXLR-EER.

3.1.2.1.3. Les récepteurs des PAMPs / MAMPs

Plusieurs récepteurs des PAMPs ou MAMPs ont étdtifdes chez les plantes. Par
exemple, cheArabidospsisle récepteur de la flagelline, codé par le gen®2 (FLagellin
Sensing ? reconnait et lie flg22 a partir d'un domaine raxtellulaire de type LRR
(Leucine-Rich Repeats) (Chinchillet al, 2006). Des plantes déficientes en FLS2 sont
sensibles aux infections bactériennes. Toutef@games flagellines sont moins actives
gue d’'autres. Il y a ensuite activation d’'une cdscade signalisation impliquant la voie des
MAP kinases et des facteurs de transcription WRK¥xiste plus de 200 kinases a LRR
dans le génome Arabidopsis ainsi que 56 protéines membranaires qui posseédent
uniqguement un domaine extracelluaire LRR (Shiu keéker, 2003; Jones et Dangl,
2006).

3.1.2.1.4. Les genes de résistanBe
Au cours de I'évolution, certaines plantes ont ersplace des moyens de détecter
ces effecteurs, notamment les genes de résisRrde nombreux géend? qui conferent
des résistances a des virus, des bactéries, dewigmons, des nématodes et méme des
insectes (McDowell et Woffenden, 2003) ont été idiés chez différentes espéces
végetales (Jones, 2001). Lorsque l'effecteur esbrmeu par une protéine R, I'ETI est

activée.
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Figure SB.14 : Caractéristiques structurales des mtéines codées par les gen&schez les plantegd’aprées
Holub, 2001)

Cf-2-4-5-9 : Resistanse Gladosporium fulvum PTO : Resistanse Rseudomonas syringgey. Tomato ; Mi :
Résistance Meloidogyne incognita Rpl : Résistance Buccinia sorghi Xal : Résistance Xanthomonas
campestrispv. oryza; Xa2l : Résistance danthomonas oryzapv. oryzae; RPP1-2a-5-8-13 : Resistance a
Peronospora parasiticaRPS4 : RésistanceRseudomonas syringaé.6 et M : Résistance lelampsora lini;

N : Résistance au Tobacco Mosaic Virus ; HRT : ®ésce au turnip crinkle virus ; RPM1 : Résistaace
Pseudomonas syringg® maculicola; RPS2-4 : RésistancePdeudomonas syringadRx : Résistance au potato
virus X ; RPW : Résistance a powdery mildew ; PRJEne requis pour la function 8O} 12C-1 : Résistance
aFusarium oxysporum
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La comparaison de la structure des protéines Rlaéle présence de domaines
protéigues conservés, impliqués dans la reconmaies&t la transduction de signaux
(Hammond-Kosack et Parker, 2003). La plupart destépres codées par les genes
possedent 2 domaines caractéristiques : un dori&Requi apparait étre impliqué de facon
centrale dans la reconnaissance de l'agressewgs(J2d01) et un domaine NBS (Nucleotide
Binding Site) plutoét impliqué dans la transductidm signal de perception (Dangl et Jones,
2001) (Figure SB.14). Les domaines LRR et NBS eomént des motifs tres conservés qui
ont permis d'identifier et de classer les geRgdleyerset al, 1999). Les geneR ont été
regroupés en trois classes différentes fondéelesuynrotéines qu’ils codent (Schornaatkal,
2006). D'autres domaines sont retrouvés chez gipes R (Martin, 1999; Dangl et Jones,
2001; Martinet al, 2003; McDowell et Woffenden, 2003). Le domain® T oll-Interleukin
1 Receptor) chez les animaux, se retrouve danmdesines impliquées dans l'immunité innée
ou qui participent a la transmission d'un signaimmtant I'activation de la mort cellulaire
programmée. Le domaine CC (Coiled-Coil) est connurppermettre les interactions
protéine-protéine. Enfin, les domaines transmemimesmaui constitueraient un systeme de
surveillance externe vis-a-vis des agresseurspadie du domaine LRR qui se retrouve a
I'extérieur de la cellule. Le génomeAdabidopsiscontient environ 150 gené&sde type NBS-
LRR et qui conféreraient une résistance a de nambagents pathogénes tels que des virus,
bactéries, champignons, nématodes et des insdetkar{t et Innes, 2003; Meyeet al,
2003).

Chez la vigne, plusieurs recherches ont été mguagsidentifier et isoler des génes de
résistanceRr ou des analogues de genes de résistance (RGA)élude a été menée pour
essayer d’identifier des marqueurs moléculairesmptiant de distinguer les génotypes
sensibles des génotypes resistants et il a étéréngatune grande famille multigénique des
géenes de résistance de type NBS-LRR est présenteldavigne (Di Gaspero et Cipriani,
2003). Ainsi, 103 séquences codant des protéines$ RB a domaines CC ou TIR ont été
mises en évidence. Des RGA a domaine récepteuseipigesentant des homologies avec les
genesPto de la tomate oXa21du riz, ont été retrouvés dans différentes espéeasgne (Di
Gaspero et Cipriani, 2003; Mahargt al, 2007). Deux cartes physiques réalisées sur les
génomes deV. vinifera cv. Pinot Noir etV. vinifera cv. Cabernet-Sauvignon ont permis
d’annoter et de positionner plusieurs génes dstedgie (Velascet al, 2007; Moroldoet al,
2008).
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Aucun de ces genes ne semble correspondre a ur(@idntitative Trait Locus) connu
de résistance chez la vigne contrairement a la poderterre ou des éléments de signalisation
des réponses de défense co-ségregent avec des @&ursnde résistance Rhytophthora
infestang(Pajerowskaet al, 2005; Moroldoet al, 2008). D’autres cartes génétiques orientées
vers la résistance aux maladies ont été constreties la vigne (Di Gaspet al, 2007). Les
cartes sont issues de croisements entre/itin vinifera et un Vitis hybride portant une
résistance. Plusieurs clusters de RGA ont étéiftlentians des régions chromosomiques ou
des traits phénotypiques de résistance aux maltaigigues, bactériennes ou aux nématodes
et parasites, ont été précédemment cartographéssc&tes permettent ainsi de localiser les
régions génomiques de résistance a différentsipesad maladies de la vigne. Une étude sur
les traits génétiques de la population F1 issuerdisement entre deux variétés cultivées de
vigne, Régent (résistante a de multiples maladiegifues) et Lemberger (sensible) a permis
d’identifier un QTL pour la résistance au mildiot & l'oidium (Fischeret al, 2004). Par
ailleurs, il a été démontré que la résistance dilini est contrélée par un gene dominant
Runl(Resistance t&rysiphe necatgrprésent chez l'espece sauvsfiescadinia rotundifolia
et associé a un locus de résistance (Paugjuat, 2001; Donaldet al, 2002). Trois loci,
Rpvl Rpv2et Rpv3(résistance &lasmopara viticola ont été cartographiés chez la vigne
pour avoir des effets majeurs sur la résistanamidiou (Merdinogluet al, 2003; Fischeet
al., 2004; Bellinet al, 2009).Rpvlest localisé dans un cluster de génes candidatgpde
NBS-LRR et est génétiguement associé au |eausl (Barkeret al, 2005). Aprés inoculation
par P. viticola, Rpv2 stoppe le développement de l'agent pathogéne,ucenbibe toute
possibilité de sporulation, alors ge@vlne fait que ralentir sa diffusion (Thiéey al, 2007).

Il semble que plus d’un géene fonctionnel résidesdanocuskRpv3

Ainsi la reconnaisance des PAMPs / MAMPs comme «mn par la plante constitue
le premier niveau d’activation des défenses végetale mécanisme est caractérisé sous le
terme PTI et correspond au systeme d'immunité b@sales et Dangl, 2006). Etant donné
gue ces motifs reconnus sont conserveés, ils cartfémee protection a large spectre qui est
fondamentale pour expliquer les mécanismes moligealale la résistance non héte. Le
deuxieme niveau de défense des plantes contre ilsarganismes est lié a la détection
spécifique de certaines molécules microbiennesl@aclasses de protéines végétales dérivant

des géneR.
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(a) Avant l'infection
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(b) Pendant l'infection
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(modification de VT)

(c) Nouvelles protéines R

= S R3

|1:‘%Avr Avr VT U
Résistance Résistance

(interaction directe) (garde)

I
\
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Figure SB.15 : Schéma illustrant le modéle de gard@’apres Van der Hoorn, 2002)
(a) Avant l'infection, des récepteurs de virulei¢&) existe dans la plante hote.
(b) L'infection d'une plante sensible conduit aliaison du facteur d'avirulence (Avr) et du réceptale
virulence, ayant pour résultat une modificatioMuet conduit a la virulence (sensibilité de I'hpte
(c) Dans une population de plantes résistante¢rdifftes protéines R (par exemple R2 et R3) onwuévpbur
reconnaitre directement le facteur d'avirulence @R2uUs) ou une modification du facteur d’avirulereduit par
le récepteur (VT) (R3, rouges).
(d) Pendant la sélection des mutations dans le ggnel apparait un nouveau facteur d’avirulence (AviR3
est maintenue comme une protéine R commune dansplalation de plantes par la sélection balancéelita
que R2 devient rare et méme s'éteint. Ainsi, seldeprotéines R de garde sont maintenues commésuitat

de cette sélection.
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3.1.2.2. Reconnaissance spécifique « gene poursgene

Le concept « gene pour gene » a été développé aaldHFlor a partir de I'étude
génétique des interactions qui existent entrenletiMelampsora lini(Flor, 1971). Ce concept
permet d'expliquer la grande majorité des résismnmoonogéniques dominantes et a été
confirmé au niveau moléculaire : les mécanismesedistance sont induits si et seulement si
la protéine codée chez la plante par un géne dgadseR "reconnait” la protéine codée chez
'agent pathogéne par un géne dominant dit "d'éamee" (géne &) (Bent, 1996;
Hammond-Kosack et Jones, 1997; Belkhadial, 2004).

Si les récepteurs des PAMPs / MAMPs peuvent redtmendirectement leurs cibles, il
n'en est pas de méme pour les protéines R. Il exsimodes de reconnaissance entre les
protéines R et Avr : une détection directe, onegalé modeéle "éliciteur-récepteur" ou une
détection indirecte dans laquelle la protéine Rectétles modifications qu’ont engendrées les
effecteurs mais pas les effecteurs eux-mémes. Pamernier cas, on parle de modele "de
garde" (Figure SB.15) (Van der Hooehal, 2002; McDowell et Woffenden, 2003).

Ainsi, plutdt que de développer des récepteursrednus les effecteurs possibles, les
plantes ont généré des mécanismes de surveillaxeibles cellulaires les plus fréquentes
des effecteurs microbiens, de facon a déclencEdr.I'L'interaction physique directe entre
les 2 partenaires n'a pu étre démontrée que damomibre extrémement limité de cas et
beaucoup reste a élucider en matiére de reconnaésstrecte ou indirecte des champignons

et des oomycetes.

3.1.2.3. Polymorphisme des génes de résistanceurge aux armements/s
« guerre des tranchées »

Généralement, deux principaux types de sélectiturelde sont mis en évidence lorsque
I'on étudie la diversité des plantes : la séledtalancée décrite précédemment qui permet le
maintien sélectif a long terme de plusieurs all@e$a sélection positive ou il y a fixation
d'une mutation favorable (Wright et Gaut, 2005).

Dans les populations d’'une méme plante, on obs#ggepolymorphismes dans certains
genes de résistance (Tiffin et Moeller, 2006). bBbléau SB.4 illustre différents chemins
evolutifs suivis par les génes de résistaRceChezA. thaliang les analyses moléculaires
montrent que la sélection balancée est la forcepggdomine pour maintenir a la fois les
alleles de résistance et de sensibilité avec uranigdevé de polymorphisme silencieux et/ ou

un exces de substitutions non-synonymes (Ba&kat, 2006).
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Locus Rde

Hote Pathogéne . Type de sélection Références
résistance
Arabidopsis thaliana Pseudomonas syringae ~ RPM1 Sélection balancée Stahlet al, 1999
(bactérie) RPS2 Caicedoet al, 1999; Mauricicet al, 2003
RPS5 Tianet al, 2002
Peronospora\parasuma RPP13 Sélection balancée Roseet al, 2004
(oomycete)

Tomate P. syringaepv. tomato Pto Sélection balancée et purificatrice Roseet al, 2005

Cladosporl_um fulvum Cf-2 Selecpon p:_:llancge’a [ e’xtrgr’mt('a 5" et Caicedo et Schaal, 2004
(champignon) diversifiante a I'extré mité 3
Lin Melampsora ini L Sélection diversifiante Doddset al, 2006

(champignon)

Tableau SB.4 : Traces de sélection détectées sus lgénesR chez les plantegD’apres Tiffin et Moeller,
2006)

Polymorphisme transitoire : « course auxarmements »
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Polymorphisme de recyclage : « guerre des tranchées »

T
,.-3’
\ =
-
|| ,’ Arle:ss i Alléles
e s <
o s
i

Modéle mixte

i /— ““:.

V
L r

- - ’§. &

A

Figure SB.16 : Evolution des génes de résistanRgd’aprés Holub, 2001)

a- Polymorphisme transitoire ou « course aux arnmésne: suite a 'émergence de nouveaux pathogéees,
anciens alleleR sont remplacés a chaque cycle par un nouvel alléle

b- Polymorpisme de recyclage ou « guerre des téesh : beaucoup d'alleles sont maintenus dans la
population par sélection balancée.

c- Modéle mixte : la population progresse de cyttassitoires vers le maintien des variations igjléds qui

s'accumulent dans la population de I'héte.
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Certains auteurs ont attribué le maintien des potpimismes observés par de la
sélection dépendante de la fréquence de l'allédwidilence. Dans ce cas, la fréquence de
l'allele de résistance dépendrait de la frequerdé@liele d'avirulence et donc de la fréquence
de certains génotypes d’agent pathogendocet versa(Ellis et al, 1999; Stahkt al, 1999;
Tian et al, 2003). Chez la tomate, la résistande. dyringaeest sous le controle du geRele
résistancePto. Les analyses de polymorphisme chez plusieurscespdelycopersicon
montrent quePto n'évolue pas de la méme facon que les autres lomusésistants analysés
chez ces mémes espeéces. Le niveau de substitnborsynonymes est beaucoup plus élevé
pour Pto que pour les autres génes analysés mais ce pollimom s'il est balancé n’est pas
patent et I'évolution dBto semble étre influencée a la fois par de la sélegtigificatrice et
de la sélection balancée (Raseal, 2007). D’'apres l'auteur on observe une périogisat
D’une part, des pressions de sélection fortesatgeiit pathogene s’exercent Buo et d’autre
part, on note des périodes de relachement de laagaiet sur ce géne. Ceci serait di au fait
gue les agents pathogenes ne possedent pas les A@nedéquats, ce qui favorise
l'accumulation des substitutions neutres ou déster

A chaque fois que la sélection est relachée, degaux alleles peuvent étre créés et
l'infection par des agents pathogenes exprimantpde®ines Avr fonctionnelles favorise les
individus avec des protéines Pto fonctionnelleseLle lin, des études ont montré que le
locusL (codant pour des protéines de type TIR-NBS-LRRinpa@ragissent avec les protéines
Avr de différentes souches telamspora linj et que le locus Avr correspondant étaient tous
les deux sous pression de sélection diversifiafticicket al, 2000; Dodd<t al, 2006).

Des analyses d’évolution moléculaire ont permisactériser les processus évolutifs
mis en jeu dans les genRaImpliqués dans la résistance des plantes aux agatihogenes.
Trois scénarios évolutifs sont décrits : le polyptesme transitoire, le polymorphisme de
recyclage et le modéle mixte (Holub, 2001) (FigBE16).

Le modele de « polymorphisme transitoire » ou «®®WBUX armements » conduit a
I'extinction des anciens allelésqui sont remplacés a chaque cycle par un noukdé aui a
divergé d'un alléle existant par une mutation, ig@®mbinaison, ou bien provient d'une autre
population (Holub, 2001).
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Le modele de « polymorphisme de recyclage » ouekrgudes tranchées » suppose que
beaucoup d'alleéles sont maintenus dans une méméagiopyar du polymorphisme balancé.
Les alléles sont fréquents lorsqu’ils permettent wésistance efficace mais losrque de
nouvelles formes virulentes émergent et contourtenésistance, la fréquence des all&es
rares va augmenter et la fréequence des autresmimwdr (Holub, 2001). Cependant, ce
modeéle ne permet pas d'expliquer I'apparition deveaux alléles de résistance.

Les deux modeéles ne sont pas exclusifs et un mouetée est alors proposé et
correspond a une synthése des deux modéles prézé8eles geneR ne sont pas éliminés,
leur fréquence diminue pour qu’ils réapparaissemh anoment plus opportun. La population
progresse du cycle transitoire vers un maintienvdestions alléliques qui s’accumulent dans
la population de I'héte (Holub, 2001).

Il est donc difficile de formuler des modeles gémnér d'évolution des gend? et
'adoption de I'un ou l'autre modéle peut étre ge@igear I'histoire évolutive propre a chaque

pathosystéme.

3.2. Les signaux hormonaux impliqués dans la mise en pla des mécanismes

de défense
L’activation des résistances systémiques est obtepar l'intervention de trois
phytohormones régulatrices de croissance des plantacide salicyligue (SA), l'acide
jasmonique (JA) et I'éthylene (ET) (Figure SB.1Ir{ et al, 2002; Beckers et Spoel, 2006).
Les voies de transduction dépendante de I'acideyliglie sont requises pour la résistance
aux agents pathogénes biotrophes (Glazebrook, 20685)voies de transduction de l'acide
jasmonique et de l'ethyléne sont généralement segupour la résistance aux pathogenes

nécrotrophes.

3.2.1. L’acide salicylique

De nombreuses études, fondées sur I'utilisatioplalges transgéniques de tabac NahG
(dégradent le SA), ont démontré que le SA est gnasiintracellulaire important impliqué
dans les résistances locale (LAR) ou systémiqueR}jSAinsi que dans l'expression des
protéines PR (Ryalet al, 1996). Un lien entre la SAR et la teneur endogéneacide
salicyligue a été mis en exergue (Yalpatial, 1994). Des feuilles de tabacs résistants
infectées par le TMV montrent une teneur multiplgge vingt contrairement a celles des
tabacs sensibles (Malaney al, 1990).

50



Synthése bibliographique

Cependant, bien que la concentration de SA augmfamtement dans les tissus
systémiques, le SA ne semble pas étre le messadar®AR et les mécanismes d'action de
cette molécule restent mal connus. En effet, dastplde tabac mutant produisant une
enzyme bactérienne de dégradation de l'acide $iglieyNahG sont incapables de déclencher
la SAR en réponse a des attaques de differentssagathogenes (Gaffnegt al, 1993;
Vernooij et al, 1994). Des greffes entre greffon de type sauwsgeorte-greffe NahG ont
permis de mettre en lumiere le fait que l'infectides feuilles du porte greffe par le VMT
engendrait une résistance systémique acquise aawnides feuilles du greffon de type
sauvage (Vernoogt al, 1994). Au cours de ces derniéres années, plesmatéines se liant
a l'acide salicylique ont été identifiees et serai@es candidates pour étre les messagers
diffusibles de la SAR.

Tout d’abord, le méthyl salicylate (MeSA) a longgsreté pressenti comme le messager
volatile impliqué dans une communication inter pdgnpar voie aérienne ou encore apres
transport via le phloéme (Shulaeval, 1997). Cependant, on s’est apercu que des mutants
déficients dans la production de MeSA sont toujazapables de mettre en place la SAR
(Attaranet al, 2009). Une autre molécule pourrait étre un bardickat pour le signal de la
SAR, il s’agit de l'acide azélaique. Il serait chlgade stimuler les réponses de défense
locales et systémique et de permettre I'accumulatie SA dans les plantes (Juegal,
2009).

Les analogues fonctionnels du SA comme le benZ3)tthiadiazol-7-carbothiate de
S-méthyl (BTH) et l'acide 2,6-dichloroisonicotiniquUé&NA) sont également connus pour
déclencher Il'induction des genéX®R et sont efficaces contre le méme spectre d’agents
pathogénes (Uknest al, 1992; Lawtoret al, 1996; Ryalst al, 1996).

3.2.2. L’acide jasmonique

L'acide jasmonique est une molécule produite drghuin acide gras, I'acide linolénique
par action des lipoxygénases (LOX). Le JA et sornivég¢le méthyljasmonate (MeJA) sont
impliqués dans linduction des protéines de défefdEensines, osmotines, thionines,
inhibiteurs de protéases) (Farmer et Ryan, 1992,eXal, 1994; Pennincket al, 1996;
Creelman et Mullet, 1997; Wasternack et Parthi®87). Le méthyljasmonate est capable
d'induire la production d'éthyléene dans les fruies tomate (O'Donnelét al, 1996). Des
mutants d'Arabidopsisincapables d'accumuler du jasmonate développent sensibilité
importante @ythium mastaphorurfVijayanet al, 1998).
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3.2.3. L'éthylene

L'éthylene est une phytohormone impliquée dansplegessus de croissance et de
développement des plantes (germination, sénescabseijssion des fleurs et des feuilles,
maturation des fruits). Cette molécule est rapidenm@oduite et accumulée de fagon
transitoire suite a une blessure, a lI'induction geat'acide jasmonique et a de multiples stress
biotiques ou abiotiques et permet la transductiosignal menant a I'activation des défenses
des cellules végétales (Broekaettal, 2006). Des plantes mutantes, incapables de pmdui
I'éthylene ou de le percevoir deviennent soit péssstantes, soit plus sensibles a l'attaque de
différents pathogénes en comparaison des plantesagas (Hoffmaret al, 1999). Suite a
I'application d’un éliciteur fongique, la voie déthylene serait impliquée dans la stimulation
de protéines de défense (Martiredzl, 2001).

L’acide salicylique, I'acide jasmonique et I'éthygesemblent réguler les réponses de
défense de la plante de maniére difféerente. En, éffe voies dépendants de SA ou de JA/ET
semblent interagir de fagcon complexe sous forme ditagonisme mutuel ou d’interactions
synergiques (Feys et Parker, 2000; Glazebrook,)2001

L'implication de ces molécules dans la signalisatiotercellulaire differe suivant

I'espece veégeétale et la nature de I'éliciteur.

3.3.Les mécanismes de résistance de la plante

Les plantes présentent des réponses de défenset&tctang termes lorsqu’elles sont
attaquées par des agents pathogenes. Pour conlbatimgents pathogenes, les plantes ont
développé des mécanismes de défense passifs &t @taimmerschmidt, 1999). lls sont
constitutifs ou induits, physiques ou chimiquesnibeet al, 1989; Lamb, 1994).

Certaines plantes produisent des substances (aj@Ese ...) qui peuvent constituer des
barrieres passives physiques a la pénétration dgent pathogene. Des composeés
antimicrobiens préformés, comprenant les métalsoltecondaires tels que les composés
phénoliques, les saponines et les tannins (Osbd003) et les peptides cationiques
(Broekaertet al, 1995) servent de défenses chimiques constitutives

Les mécanismes préexistants ne protegent pas tewgaffisamment les plantes contre
les attaques des agents pathogénes. Les plantdermntdéveloppé des systéemes de défense
actifs. La résistance la plus efficace est la tésce non-héte. Elle se manifeste lorsqu’un

agent pathogéne entre au contact d’'une plantaguelle il est inoffensif.
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Figure SB.18 : Les différents types de résistandd'aprés Durrant et Dong, 2004)

R : resistance ROS: reactive oxgen specieSABP2: salicylic acid-binding protein 2TGA : TGA-element
binding proteins WRKY : transcription factors containing a highly consgl WRKY domain(s) WHY1 :
whirly transcription factorl PIR1 : defective induced resistance $ED1: suppressor of fatty-acid-desaturase
deficiency 1 EDS1: enhanced disease susceptibilityPADA4 : phytoalexin deficient 4ICS1 : isochorismate
synthase 1 EDS5: enhanced disease susceptibilityMPR1: nonexpressor of PR geneSNI : suppressor of

nprl-1 inducible 1 PTHY : detachment 9PR : pathogenesis-related genes.

Figure SB.19: Une réponse hypersensible classiqui tabac (Nicotiana tabacumcv. SamsunNN) a
l'infection par le TMV (Tobacco mosaic virus) (d'apres Lanet al, 2001)
Les feuilles sont inoculées soit avec de I'eau ¢had ou avec le TMV (droite). Dans ce cas, la et

capable de restreindre la croissance du virus\aauide la zone HR.
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La plante est donc complétement protégée de liimiec(Heath, 2000). Un critére
important dans la définition de la résistance notee&t que tous les individus d’'une méme
espece de plante doivent étre résistants a toisoless d’'une espece pathogene.

Les plantes montrent d’autres types de résistandeges (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 incompatible premier type de réponse des
plantes est la réaction d’hypersensibilité (HR)y(ife SB.19) (Lamb et Dixon, 1997; Heath,
2000; Lam et al, 2001; Bonas et Lahaye, 2002). La mise en placeladeéaction
d’hypersensibilité favorise la résistance de lanfalLa réponse hypersensible aboutit a la
production d’especes activées de I'oxygene (RO8)yde nitrique (NO) (Delledonnet al,
1998) et a la formation d’'une réponse de défensalisgée autour du site d’'infection. Elle
conduit le plus souvent a la mort cellulaire progn@ée localisée (PCD) (Heath, 2000) au
niveau du site de l'infection, ce qui permet le foim@ment des micro-organismes biotrophes
et hémi-biotrophes (Heath, 2000; Belkhagliral, 2004). La HR peut cependant favoriser la
propagation des agents pathogenes nécrotrophgsequent 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 recoit desasig provenant de la zone d’infection
primaire qui déclenchent de fortes réponses dendéfequi contribuent a induire une
résistance pour circonscrire 'agent pathogéngaliit de la zone de résistance locale acquise
(LAR) (Doreyet al, 1997). La LAR est régulée par un signal de pléibtaé par les cellules
en état de HR et diffusant a faible distance. Lad$Rdonc nécessaire pour le déclenchement
de la LAR.

3.3.2. Les résistances systémiques
En plus des résistances locales, une interactioo aveagent pathogéne ou un agent
chimique qui le mime peut également conduire anésestance systémique. Les résistances
systémiques s’expriment dans tous les organesuatifsent a la plante une protection contre
de nouvelles agressions (Hammerschmidt, 1999) pdange spectre d’agents pathogenes.

Cette condition physiologique est également appadéentialisation.
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Figure SB.20 : Les deux formes de résistance indeitaractérisée chez les planté¥allad et Goodman,
2004)

La résistance systémique acquise (SAR) est inguitel’exposition des racines ou des feuilles aueitélrs
biotiques et abiotiques. Cette résistance est dispee de I'acide salicylique et associée a I'acdatiun de
protéines PR. Il semblerait, cependant que I'asaieylique ne soit pas le messager diffusiblead8AR.

La résistance systémique induite (ISR) est indpé#e I'exposition de racines a des éliciteurs bigtig} Cette

résistance est dépendante de I'acide jasmonicge l&ithyléne.
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Le mécanisme de potentialisation permettant d'dimples réactions de défense suite a
une infection secondaire serait donc d'un grarététoour réduire les dépenses énergétiques
de la plante (Pieterset al, 2002; Conrattet al, 2006). Il existe deux types de résistances
systémiques dont la mise en place dépend du mgao@me ou de la molécule initialement
détectée (Figure SB.20) : la résistance systénaggeise (SAR) et la résistance systémique
induite (ISR).

3.3.2.1. La résistance systémique acquise

Quand une plante est attaquée par un agent pa#hogansant une réaction
d’hypersensibilité, il est souvent observé quepkagies non infectées et éloignées de la plante
deviennent résistantes a un large spectre d'agattogenes. Ce phénoméne est appelé la
résistance systémique acquise. Une des premieresicatbons dans le métabolisme de la
plante apres induction de la SAR est une accunonmlatocale et systémique d’acide
salicylique endogene (Malamgt al, 1990; Metrauxet al, 1990). L'application de SA
déclenche la production des protéineR et conduit a une augmentation du niveau de
résistance (Uknest al, 1992). Certaines de ces protéines (chitinaseaghse...) ont montré
des proprietés antimicrobiennes (Mawathal, 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 dévelmmeréponse a la colonisation des
racines par des bactéries non pathogénes vivaist ldarhizosphere (Vanpeet al, 1991;
Pieterseet al, 2002). L'ISR a été démontrée dans différentes@spvégétales et confére une
résistance contre un large spectre d’agents patlesg@zan Looret al, 1998; Tonet al,
2002). Cette resistance s’avere dépendante duygengegétal, de I'agent pathogene, mais
aussi de la rhizobactérie. En effet, la souBlseudomonas fluorescel¥CSs74, induit une
ISR chez le radis mais pas ch&rabidopsiscontre Fusarium oxysporumA linverse, P.
putida WCSssg; induit une ISR cheArabidopsiscontre le méme champignon mais pas chez
le radis (Leemaset al, 1995; VanWeest al, 1997). D’autres souches de typefluorescens
P. putidaet Bacillus pimilusont montré une capacité a induire une ISR chezotdebreuses
plantes contre divers pathogene€efatocystis fagacearum Fusarium oxysporuin
(Benhamouet al, 1996; Benhamowet al, 1996; Mpigaet al, 1997; Ramamoorthet al,
2001).
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Famille Membre type Propriétés

PR-1 PR-1a (Tabac) Inconnue

PR-2 PR-2 (Tabac) B-1,3-glucanase

PR-3 PR-P, PR-Q (Tabac) Chitinase de type I, II, IV, V, VI, VII
PR-4 PR-R (Tabac) Chitinase de type |, Il

PR-5 PR-S (Tabac) Thaumatine-like

PR-6 Inhibitor | (Tomate) Inhibiteur de protéases

PR-7 Py (Tomate) Endoprotéase

PR-8 Chitinase (Concombre) Chitinase de type lll

PR-9 Péroxydase formant la lignine (Tabac)Peroxydase

PR-10  «PR1» (Persil) Ribonucléase-like

PR-11  Chitinase classe V (Tabac) Chitinase de type |

PR-12  Rs-AFP3 (Radis) Défensine

PR-13  THI2.1 (Arabidopsi3 Thionine

PR-14  LTP4 (Orge) Protéine de transfert des lipides
PR-15 OxOa (Orge) Oxalate-oxydase

PR-16  Ox-OLP (Orge) Oxalate-oxydase-like

PR-17 PRp27 (Tabac) Inconnue

Tableau SB.5 : Classification des protéines PRI'apres Van Loon et Van Strien, 1999)
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Il est bien établi que 'SR fait appel a I'expiessdes mécanismes de défense des
plantes. Elle est activée par des lipopolysaccharide des flagelles de souches non
pathogenes dBseudomonasnpliquant des mécanismes dépendant a la foivaies du JA
et de I'éthylene, mais indépendant de la voie deeSAle I'expression des protéines PR
(Pieterseet al, 1998). L'existence de la voie SA-indépendantetea demontrée pour la
premiére fois dang\rabidopsis thalianaen utilisant la souche de. fluorescensWCS;17,
comme agent induisant I'ISR €. syringaepv tomato DC3000 comme agent pathogéne
secondaire (Pieters al, 1996).

Néanmoins, d'autres travaux montrent que I'ISR naduétre parfois dépendante de la
voie de SA (Meyerst al, 1999; Meyerst al, 2003), indépendante des trois molécules signal
(Ryu et al, 2003) ou encore indépendante des voies du SAJAJwu geneNPRI (Non-
expressor oPR genes) tout en restant dépendante de I'éthylepe €Ral, 2004). Dans les
situations ou les plantes ne sont pas en étatsiagce systemique (SAR ou ISR), leur état
de résistance basale contre des pathogenes spésiigtait régulé par I'action concertée des
trois molécules signal (Pieterstal, 2002). De plus, il est également intéressantoder que
la mutationnprl bloque la mise en place de 'ISR. Ce qui suggéem IgSR a besoin d’'un
geneNPR1fonctionnel (Cacet al, 1994; Pieterset al, 1998).

L’activation simultanée des voies de résistanceségyiques (SAR et ISR) conduit a
une augmentation des niveaux de protection coag@fients pathogenes, suggérant que les
réponses de défense activées a travers les didrenies sont additives (van Westsal,
2000).

3.4. Les réponses de défense mises en place par la péant
3.4.1. Protéines PR

Du point de vue moléculaire, une des caractérisiqie la SAR est I'accumulation de
protéines appelées protéines PR (pathogenesisdgléivardet al, 1991; Ukneset al,
1992). Les protéines PR sont structurellement ifftes et posseédent diverses fonctions a
l'intérieur ou a I'extérieur de la cellule végétddan Loon et Van Strien, 1999). Dix sept
familles d’ARNmM codant des protéines de la SAR é@#gtidentifiées et sont fondées sur leurs
structures et leurs activités biologiques (Tabl&#Bi5) (van Loonet al, 2006). Certaines
protéines PR possedent des propriétés antimicnobgemar exemple, des chitinases (PR-3, 4,
8, 11), desp-1,3-glucanases (PR-2) et des peptides cationi{as Loon et Van Strien,
1999).
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Protéines PR Cultivar O’rgarle Pathogenes . R_eferen(_:es

étudié bibliographiques

Accumulation de-1,3- glucanases V. viniferacv. Chardonnay feuilles B. cinerea Renaultet al., 1996

Induction de 'expression des génes de chitinases V- viniferacv. P".“’t noiwr feuilles P viticola, P syrngagv. Busanet al., 1997

V. rupestris cellules syringae

Stimulation des activité-1,3- glucanases et V. wmferacy. Cabernet feuilles P viticola Reuveni, 1998

peroxydases sauvignon

Accumulation de chitinases et el 3- V. viniferacv. Chardonnay feuilles B. cinerea Derckelet al., 1999

glucanases

Accumulation ‘de'chltlnases, @el,3- glucanases V. wmferacv. Qabgrnet few_lles E. necator, P. viticola Jacobset al., 1999

et de thaumatin-like sauvignon, Sémillon baies

Accumulation de PR-10 V. viniferacv. Ugniblanc feuilles P. syringaeov.pisi Robertet al.,2001

Induction de lexpression de génes de chitinases V. viniferacv. Ugniblanc, few_lles B cinerea, E necator,_P_. Robertet al. 2002

Chardonnay baies viticola, P. syringaev. pisi
Induction de I'expression de génes de chitihase V. vm_ﬁgracv. Chlardonr?ay fem_lles B. cinerea Bézieret al.,2002
V. viniferacv Pinot noir baies

Induction de Iexpressmnl'de _g_enes de ch|t|pases, V. viniferacv. Chardonnay feuilles B. cinerea Bézier, 2003

dep-1,3- glucanases et d'inhibiteur de protéase

Induction de I'expression des genes de chitinase, V. viniferacv. Gloire P viticola

dep-1,3- glucanases, de thauatin-like (PR-5), de } . feuilles i ! Kortekamp, 2006

PR-10

V. viniferacv Riesling

Pseudopernospora cubensis

Tableau SB.6: Exemples non exhaustifs de l'accumatlon de protéines PR chezVitis lors de son

interaction avec différents pathogenes
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On dénombre aussi des osmotines et thaumatine(f®-5), des inhibiteurs de
protéases (PR-6), des peroxidases (PR-9), desgilidsr{PR-12) ou des protéines de transfert
de lipides (PR-14) mais il reste encore des pretRPR pour lesquelles aucune fonction n'a
encore été identifiee (Eulgem, 2005).

Les protéines PR commencent a s’accumuler dartsses locaux et systémiques peu
apres l'infection d’'un agent pathogéne et les nixepeuvent augmenter pendant plusieurs
heures ou jours (Wardt al, 1991; Ukneset al, 1992; Van Loon et Van Strien, 1999). En
raison de l'expression caractéristique de ces gpamdant la SAR, ils sont couramment
utilisés comme marqueurs moléculaires de ce phémerdeé résistance. Par exemple, chez
Arabidopsis les gene®R-1, PR-2et PR-5sont identifies comme des génes marqueurs de la
SAR (Ukneset al, 1992; Durrant et Dong, 2004). De plus, il est amant de noter que le
type de protéine et le niveau d’expression des gJERevarient selon les especes ; ainsi les
genes marqueurs doivent étre déterminés sur urerdisiduelle d’interaction plante - agent
pathogene. C’est I'expression multiple des géPBjui peut expliquer la résistance a large
spectre observée lors de la SAR.

Les mutants pour lesquels I'expression des gétiesest abolie commaprl (non-
expressor of PR gengs(Caoet al, 1994), montrent une sensibilité accrue aux matadiors
gue les mutants qui expriment constitutivementgi&sesPR commeacd?2 (accelerated cell
death3 (Dietrich et al, 1994), montrent une résistance augmentée awdiasla

En plus des gend®R il existe d’autres genes qui sont regulés en amoren aval de la
SAR (Maleck et al, 2000; Panet al, 2004; Pylatuik et Fobert, 2005). Le SA stimule
'expression dePR-1, PR-2 et PR-5 alors que le JA et 'ET activent I'expression BIR-3
PR-4et de la défensineDF1.2chezArabidopsis.

Depuis ces dix dernieres années, plusieurs trakgatent 'accumulation de protéines
PR chez la vigne. Plusieurs protéines PR ont étgtiftees notamment dans les feuilles, mais
également dans d’'autres organes comme les bailes oacines. La majorité de ces protéines
PR correspondent aux chitinases (classe I, IIMgt p-1,3 glucanases (PR-2), peroxydases
(PR-9), «thaumatin-like» ou osmotines (PR-5), «miiease-like» (PR-10), une LTP (PR-
14), un inhibiteur de protéase (PR-6) et une PRableau SB.6).
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L'étude concernant les chitinases de vigne a dgiartda mesure de leur activité dans
les feuilles (Derckekt al, 1996; Derckelet al, 1999) et a permis de mettre en évidence
plusieurs isoformes de chitinases acides et basiglont certaines sont constitutives et trois
autres sont induites pBr cinerea Une forte induction de chitinases (classes letllV) dans
les feuilles de vigne infectées galasmopara viticolaErysiphe necatqrBotrytis cinereaou
P. syringaea été relevé (Busaet al, 1997; Jacobst al, 1999; Roberet al, 2001; Bezieet
al., 2002).

Desp-1,3 glucanases de vigne ont également été idaedifdlans des feuilles infectées
par B. cinerea(Renaultet al, 1996). Des approches moléculaires ont permis rfifier
différents genes codant pourfidl,3 glucanase dans les feuilles et / ou dansdies lle vigne
suite a I'infection paE. necatorou parB. cinerea(Jacobst al, 1999; Bezieet al, 2002).

Des protéines de la famille des osmotines ou dasnthtine-like (PR-1, PR-5) ont
également été identifiées chez la vigne et leusgauite activité anti-fongique a été démontrée
in vitro (Tattersallet al, 1997; Salzmaret al, 1998; Monteiroet al, 2003). Ces protéines
agissant en synergie sont capables de bloguemnissance dé. cinereaet dePhomopsis
viticola (agent de I'excoriose de la vigne) ainsi que de faycélium. Elles sont également
capables d'inhiber la germination de leur sporesnieiroet al, 2003).

Des protéines de la famille des protéines de teandé lipides (LTP ; PR-14) et des PR-
10 ont été egalement identifiees comme étant |agétans le milieu extracellulaire au cours
de I'embryogenese somatique de cellules de Vigoet(S-Thevenoet al, 1992; Maillotet
al., 2009). Leur expression peut étre fortement irdpér des éliciteurs fongiques tels que
'ergosteérol et le JA (Gomést al, 2003). Une protéine de la classe des PR-10 siagleu
suite a une infection p&. syringag(Robertet al, 2001).

D'autres protéines de défense, comme les Polygataetse-Inhibiting Proteins (PGIP)
ont également été caractérisées chez la vigne ggutiat al, 2003; Joubertt al, 2006).
L'expression du geneGIP est observée chez les feuilles ou les culturesilagks de vigne
en réponse R. viticola (Kortekamp, 2006) et B. cinerea(Bezieret al, 2002). L'insertion et
la surexpression dévPGIP1ldans les plants de tabac sont méme associees résistance
vis a-vis deB. cinerea(Joubertet al, 2006).
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Références

Pathogénes Cultivar Organe étudié  Réponses induites bibliographiques
B. cinerea V. viniferacv. Pinot noir, Feuilles Accu@latnon de phytoalexines Jeandeet al, 1992
Chardonnay et Gamay (resvératrol)
B. cinerea V. viniferacv. Pinot noir, Baies Accumlatlon de phytoalexines Jeandeet al, 1995
Chardonnay et Gamay (resvératrol)
- Induction de lexpression du géne STS
. V.viniferacv. . . ) -
B. cinerea Feuilles Accumulation de phytoalexines Bézier, 2003
Chardonnay .
(resvératrol)
B. cinerea V.viniferacv. Aledo Baies Accu@latnon de phytoalexnes Monteiro et al, 2003
(resvératrol)
. o . Induction de l'expression des génes PAL,
P. viticola V. viniferacv. Gloire Feuilles CHS, CHI et STS Kortekamp, 2006

Pseudoperonospora cubensis V.viniferacv. Riesling

Accumulation de composés phénoliques

Tableau SB.7 : Exemples d'induction de phytoalexirechezVitis
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3.4.2. Phytoalexines

Les phytoalexines sont des petites molécules passééa activités antimicrobiennes.
Elles sont synthétisées en réponse a un élicitéatiqgbe ou abiotique et s‘accumulent
rapidement autour des sites de nécrose (Kuc, 18885 ont été mises en évidence chez les
Angiospermes (mono et dicotylédones) et chez lesw@gpermes (Harborne, 1999). Les
métabolites secondaires des phytoalexines peutteniséus de la voie de l'acétyl CoA pour
les sesquiterpenes (Essenbetal, 1990) ou provenir de celle de I'acétyl CoA coréeira
celle des shikimates pour les stilbenes, les comesmpou les flavonoides.

L’accumulation des phytoalexines est I'une des ppales réactions de défense
caractérisée chez la vigne lors de son interactiat différents pathogénes (Tableau SB.7).
Les phytoalexines de la vigne appartiennent praleipent a la famille des stilbénes. Les
formes les plus abondantes sont le resvératroegtdgrives, le ptérostilbene (resvératrol
meéthylé), les viniférines (polymeéres de resvéramil)les picéides (resvératrol glycosylé)
(Figure SB.21). La production de phytoalexines k&s¢ a I'activation de la voie des
phénylpropanoides, dont les enzymes clefs sonhéayalanine ammonia lyase (PAL) et la
stilbéne synthase (STS). Le séquencage du génonia digne a mis en évidence une
guarantaine de genes codant des STS (Jaliad, 2007). Leur expression est stimulée en
réponse a une attaque par différents microorgasisBwrytis cinerea Erysiphe necatqr
Plasmopara viticoldJeandeet al, 2002).

L’importance du resvératrol dans la défense destgdaa été démontrée planta par
l'insertion et la surexpression du gene de la Hrbeffet, une vigne transgénique exprimant
fortement le géne de la STS présente une tolénanaevis deB. cinerea(Coutos-Thevenot
et al, 2001).

3.4.3. Le renforcement des parois
Les différents agents pathogenes des plantes podsate batterie d’enzymes
(pectinase, cellulase, xylanase, polygalacturonpsanettant de percer la premiére barriére
de défense que constitue la paroi pecto-cellulosifume des réponses les plus courantes
chez les plantes suite a une infection est la foamale nouveaux composants qui viennent
renforcer la paroi par formation de papilles etatémle macromolécules. Les papilles peuvent
étre constituées de callose ou de lignine maisi algssubérine, des protéines pariétales, de
silice ou/et de calcium et de composés antimicrabieu méme d’enzymes hydrolysantes
(Lepoivre, 2003). La formation de dépdbts constilne barriere a la progression des hyphes

mycéliens au sein des espaces inter-cellulaires.
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Figure SB.22: Schéma général des voies de transtioo SA, JA et ET impliquées dans la résistance
contre des agents pathogénes chArabidopsis thaliana(Kunkel, 2002)

Les interactions régulées positivement parmi cessvde signalisation sont indiquées avec des feoketes
tandis que les interactions antagonistes sont urédis| avec des lignes rouges. L hypotheése que S&idlendes
rétrocontréles entre les voies de signalisatioreSA est indiquée par les courtes fleches vettes.fleches
discontinues vertes indiquent les interactionstp@s potentielles entre les voies SA et ET.

EDS: enhanced disease susceptibilitPAD4 : phytoalexin deficient4 SID2: SA induction deficient2 ;
NahG : salicylate hydroxylaseSA : salicylic acid

FAD : fatty acid desaturaseCET : constitutive expressor of thioninJA : jasmonic acid COI1 : coronatine
insensitivel ;MPK4 : mitogen-activated protein kinase$BSI2: suppressor of SA insensitivity2JAR1 :
jasmonic acid resistantl

ET : ethylene EIN2 : ethylene insensitive2PDF1.2: plant defensin1 Thi2.1 : thionin2.1 ;HEL : hevein-like
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La lignine permet la lignification des papillespebtege ainsi d’une infection ultérieure.
Parmi les protéines pariétales, on peut citer fetgémes riches en hydroxyproline (HRGP),
les protéines riches en glycine (GRP) et les pneteriches en proline (PRP). L'accumulation
de protéines HRGP chez le millet est corréléeradstance a I'agent du mildio8¢lerospora
graminicola(Shailasreet al, 2004).

Parmi les réactions impliquées dans le renforcemena paroi, la formation de callose
a éeté observée chez la vigne dans la résistaftasmopara viticolaCependant, une forte
accumulation de callose au niveau des stomatededédes chez un cépage résistanP.a
viticola a été observée (Gindat al, 2003) et aucune corélation n'a pu étre mise éteéee
entre I'accumulation de callose et les différent®aux de résistance de la vigne aviticola
(Kortekampet al, 1997).

3.5. Les régulateurs génétiques de la SAR

Au cours des dernieres annédsabidopsis est devenu une plante modele trés
importante pour permettre I'étude des systemes &enske pouvant contréler I'attaque des
agents pathogénes. Les avancées dans la compa@hdesi mécanismes de signalisation des
réponses de défenses sont dues a la disponibilfgudieurs mutants affectés dans différentes
voies de défense.

Les études utilisant ces mutants ont conduit a perca des différentes voies de
signalisation et de leur interaction qui controleinters agents pathogenes (Figure SB.22)
(Kunkel et Brooks, 2002).

Les génes impliqués dans la régulation de la SAREnidentifiés au cours de criblages
visant a identifier différentes classes de mutaffectés dans différentes réponses de défense.
Certains d’entre eux sont affectés de maniere geeidans leur capacité a exprimer des
géenesPR, d’autres montrent une résistance aux maladiesraimneiapres le traitement avec
des analogues de SA (Cabal, 1994; Delanet al, 1995; Shalet al, 1997). En particulier,
le mutantnprl a été mis en évidence. Ce mutant n’exprimentgmgénefR-1 PR-2etPR-

5 en réponse a un traitement avec SA, INA ou BTHo(€aal, 1994; Delanet al, 1995).
De plus, le mutamprl est incapable de mettre en place la SAR en répuse application

exogene de SA ou une premiére infection par unaaiganisme avirulent.
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Figure SB.23 : Schéma général de I'activation de NB (d’apres Baldwin, 1996)

Aprés exposition d’une cellule a I'inducteuxBl devient phosphorylé (étape 1) par une kinasestlimportant

de noter quexB présente un niveau basal de phosphorylatid® ekt ensuite ubiquitiné (étape 2) puis dégradé
par le proteasome (étape 3). Dans le cas de pd@ggradation est partielle (produisant p50). SBitB

s'associe aveaB, inhibant ainsi sa translocation dans le noyait,ilsest transloqué dans le noyau ou il active

une série de genes (étape 4).
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Figure SB.24 : Schéma de la structure de NPR1 chézabidopsis
BTB / POZ : Broad complex Tramtrac Bric-a-brac/P@mxs and Zinc Finger
ARD : Ankyrin-Repeat Domain

NLS : Signaux de localisation nucléaire
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3.5.1. NPRL1 : régulateur clé de la voie de signalisationed’acide salicylique
3.5.1.1.Caractéristiques des protéines NPR1 Ahazidopsis thaliana

Le geneNPR1 (Nonexpressor of pathogenesis-relatedehe), également appelé non-
inducible immunity 1 [NIM1 ; (Delaneyet al, 1995)] et salicylic acid-insensitive [SAI1 ;
(Shahet al, 1997)], code pour une protéine clé dans la siggian des réponses de défense
dépendantes du SA (Dong, 2004). Structurellemanprotéine NPR1 est de 66 KDa (593
acides aminés cheyrabidopsi3 (Caoet al, 1997). NPR1 montre des similarités de séquence
avec la protéine de mammifereBl (Qui joue un role dans la résistance aux maladées
contient plusieurs lysines et sérines en N-termipalsont potentiellement impliquées dans
des événements d'ubiquitination et de phosphoopatfRyals et al, 1997). Chez les
mammiféres, la protéinexB interagit avec le facteur de transcription 8k inhibant sa
translocation dans le noyau (Baldwin, 1996) (FigoBe23). Le gen®&lPR1code une protéine
contenant deux zones riches en acides aminés asigpiques des signaux de localisation
nucléaire (NLS) dans la partie C-terminale, un domaARD (Ankyrin-Repeat Domain)
localisé dans la région centrale de la protéingynretiomaine BTB / POZ (Broad complex
Tramtrac Bric-a-brac/POx virus and Zinc Finger)Neterminal (Cacet al, 1997; Aravind et
Koonin, 1999; Sedgwick et Smerdon, 1999; Becetral, 2004; Rochoret al, 2006) (Figure
SB.24).

Les mutants ont montré que les domaines ARD et BOR/ sont impliqués dans les
interactions protéine-protéine (Bardwell et Treigmd994; Caoet al, 1997). Plusieurs
mutantsnprl présentent des polymorphismes au niveau des aeith@ses conservés du
domaine ARD, ce qui suggéere un rdle important deogf pour la fonction de NPR1 dans la
résistance aux maladies. De plus, des expériereasutagenese dirigée au niveau des NLS
ont montré que seule la zone en amont (NLS1) egioresable de la localisation nucléaire
d’AtNPR1 (Kinkemaet al, 2000). NPR1 ne contient pas de domaine de liass6ADN
connu, suggérant qu’'il ne doit pas fonctionner cemum facteur de transcription séquence-

specifique.
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3.5.1.2. Les mutantgprl

Les mutantsprl-2 et nprl-3 ont été isolés dans un crible différent visantiéntifier
des génes impliqgués dans la résistance basaleecon& souche virulente d& syringae
(Glazebrooket al, 1996). Le mutanhprl-2 s’est également révélé étre défectueux dans la
mise en place de la SAR contre parasiticaaprés un prétraitement par I'INA (Cat al,
1997).

Le mutantnprl-5 plus connu sous le nom && insensitivel (saila été identifié dans
un crible génétique différent visant a identifieesdgenes impliqués dans la régulation de
I'expression des genPR-1, PR-2etPR-5 induit par SA ou ses analogues (Skahl, 1997).
Les mutantsiim1 (non-inducible immunity)lsont alleliques nprlet ont été identifiés lors de
cribles pour une résistance induite par I'INA anuie vis-a-vis deH. parasitica(Delaneyet
al., 1995). Le phénotype du mutamirl ne peut pas étre restauré par un traitement akec S
indiquant queNPR1fonctionne en aval de ce métabolite dans la veisignalisation de la
SAR (Ryalset al, 1997).

Les mutantsnprl d’Arabidopsis thaliana contrairement aux plantes sauvages, sont
aussi plus sensibles aux souches virulenteB.dgyringae(Caoet al, 1994),H. parasitica
(McDowell et al, 2000; Liuet al, 2005) (Delanet al, 1995) etE. cichoracearun{Xiao et
al., 2005).

Les mutantsnprl sont également impliqués dans la résistance siygiémnduite
(Pieterseet al, 1998) et dans celle générée par I'adieeminobutyrique (BABA) (Jakalet
al., 2001; Cohen, 2002). NPR1 ne semble pas étresrequir la résistance en aval de tous les
genesR testés (Rairdan et Delaney, 2002). Ces résultalisjient que NPR1 est impliqué
comme un régulateur positif de la SAR, de I'ISR,ladeaésistance induite par BABA, des
défenses basales, du priming et de la résistaneespgcifique conférée par certains géRes
Mis a part son role dans la SAR, NPR1 semble ét@igqué dans d’autres phénoménes de
résistance.

Les mutantsnprl n'expriment pas les gené®R-1, PR-2 et PR-5 en réponse a un
traitement avec SA, INA ou BTH (Caet al, 1994; Delaneyet al, 1995). Cependant, un
niveau bas d’expression des geR&sest observé aprés stimulation par des agentsgeaike
ou dans certains mutants en combinaison apet (Glazebroolet al, 1996; Dong, 2001; Liu
et al, 2005), indiquant la présence de voies de résistepA-dépendantes et NPR1-

indépendantes.
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3.5.1.3. Surexpression de NPR1 cAeabidopsiset des plantes d’intérét
agronomique — Impact sur la résistance aux ageati®genes

Le séquencage du génomédibidopsisa conduit a I'identification de cing paralogues
du geneNPR1(Kaul et al, 2000; Liuet al, 2005). lls ont été appelédPR2(At4g26120 ; est
le membre le plus proche avec 61,3 % d'identhHR3 (At5g45110 ; 34,5 % d’identité),
NPR4 (At4g19660 ; 36 % d’identité)blade-on-petiole 1(BOPJ) (At3g57130; 21,4 %
d’identité) etblade-on-petiole ABOP2 (At2g41370 ; 19,9 % d’identité) (Hepwortt al,
2005; Liuet al, 2005). Ces cing gen&PRZLlike possédent tous les domaines BTB/POZ et
ARD. NPR1 NPR3etNPR4jouent un réle lors des réponses de défense ¢Calg 1997; Liu
et al, 2005; Zhanget al, 2006).BOP1 et BOP2 sont impliqués dans la morphogenése des
plantes ou dans la modulation de I'activité ménstgque (Haet al, 2004; Hepworthet al,
2005). Parmi tous les genE®R1like, NPR1a été tres bien caractérisé et des études récentes
ont été rapportées siPR4(Liu et al, 2005). Tout comme NPR1, NPR4 est localisé dans le
noyau et interagit avec les mémes facteurs dedrigtien TGA. Les niveaux de transcrits de
NPR4augmentent rapidement aprés un traitement avem&a4 diminuent rapidement apres
un traitement avec du meéthyljasmonate (MeJA) @tial, 2005). La résistance aux maladies
et I'expression des gen€R ne sont pas autant affectées dans le mutprt que dans le
mutantnprl, suggérant que le réle de NPR4 n’est pas augsopdé&rant que celui de NPR1.

Le geneNPR1a également été identifié et caractérisé chearfeate (Ekengreet al,
2003), le colza (Potlakayakt al, 2007), la papaye (Zhet al, 2003), la pomme (Malnogt
al., 2007), la banane (Enda al, 2008), la moutarde (Mewt al, 2006), le coton (Zhanet
al., 2008), la pomme de terre (Pajerowsktal, 2005), le tabac (Liet al, 2002; Weigelet
al., 2005) et le riz (Cherat al, 2005; Yuaret al, 2007). Dans le riz, cing genes homologues
deNPR1(OsNPR1 homolog 1NH1 - DQ450948 OsNPR2- NH2 - DQ450950 OsNPR3
DQ450952 ; OsNPR4 - DQ450954 etOsNPR5 - DQ450956) ont été identifiés par
comparaison de séquences (Ywdral, 2007). De ces cing genB¥PR1de riz, seulDsNPR1
a été bien étudié (Cheat al, 2001; Cherret al, 2005; Yuaret al, 2007).

Tout commeNPR1 d’Arabidopsis OsNPR1du riz possede des résidus cystéines
conserveés aux positions C82 et C216 qui sont @skemqiour la monomérisation redox-
dépendante. De plus, I'expression@&NPRest induite non seulement apres le traitement du
riz par les agents pathogen¢anthomonas oryzapv. oryzaeet Magnaporthegriseg mais
aussi apres traitement par le benzothiadiazole (BTeél méthyl-jasmonate (MeJA) et
I'éthyléne (ET) (Yuaret al, 2007).
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Les plants de riz transgéniques exprimant un g&AR1d’Arabidopsismontrent des
Iésions mimant la mort cellulaire (Fitzgeratal, 2004). L'ensemble de ces résultats suggére
gue NPRL1 doit étre bien conservé a travers le rgggétal (Liuet al, 2002; Ekengreemet al,
2003; Cherret al, 2005).

La surexpressiode NPR1dansArabidopsisa conduit a 'augmentation de la résistance
contre P. syringae et H. parasitica (Cao et al, 1998; Friedrichet al, 2001) etE.
cichoracearum (Friedrich et al, 2001). La plupart des lignées transgéniques nfas
présenté d'expression constitutive des geREs (Cao et al, 1998). Au contraire,
'augmentation de la résistance dans ces lignéesoelée a une expression plus forte des
genesPR mais uniqguement apres infection (Gataal, 1998). En outre, une corrélation directe
existe dans les lignées de surexpresseurs entravieaux de protéine NPRL1 et la résistance
aux maladies. Friedricét al. (2001) ont démontré que I'augmentation de la tésce, apres
induction au BTH, était corrélée avec la rapidiié@ que les hauts niveaux d'expression des
géenesPR A de faibles concentrations de BTH, les plantasggéniques surexprimaNPR1
sont capables d’augmenter une réponse de défemse &b parasiticacontrairement aux
plantes sauvages (Friedrigt al, 2001). L'expression ddPR1 dans un hoéte hétérologue
comme la tomate a abouti a une résistance durabigecles souches virulentee P.
syringaeet F. oxysporuma une résistance modéraeXanthomonas campestriRalstonia
solanacearunet Stemphylium solanmais a aucune augmentation de résistance vis-devi
Phytophthora infestanslu virus de la mosaique du concombre (CMV) etidus des feuilles
jaunes en cuillere de la tomate (TYLCV) (L&t al, 2004). Les niveaux de résistanc®.a
syringaeet F. oxysporunmsont comparables, mais pas aussi élevés, quecosf&rés par les
genesR. Dans la plupart des cas, 'augmentation de lesta¥sce aux maladies est corrélée
avec les niveaux accrus de NPR1. Cependant dalgugsecas, les niveaux de NPR1 ne sont
pas corrélés avec l'augmentation de la résistamnce naaladies conduisant les auteurs a
proposer que la résistance doit avoir besoin diveau seuil d'expression ddPR1dans les
plants de tomates transgéeniques (giral, 2004).

De plus, il n'y avait aucune corrélation entrerie®aux d'expression de gerieR et les
niveaux de NPRL1 ou la résistance aux maladies ehtermate (Liret al, 2004).

La surexpression d’AtNPR1 (Cheet al, 2001) et ddNPR1 HOMOLOG 1 (NH1lisolé
chez le riz (Cherret al, 2005) conduit a 'augmentation dans le riz deélsistance contre
'agent pathogéne&Xanthomonas oryzapv. oryzae suggérant que la fonction de NPR1 est

conserveée entre les mono- et dicotylédones.
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Figure SB.25 : Mode d’action simplifié de I'activaton des génes de défense p&PR1 (Pieterse et Van
Loon, 2004)

En condition non induite, les protéines NPR1 sarisdle cytoplasme sous forme d’oligoméres maint@auns

des ponts disulfure.

Aprés infection par un pathogéne, l'acide saliaytigs’accumule conduisant a un changement redox. Cec
provoque la rupture des ponts disulfure. La pretéiPR1 devient monomérique et peut se translogaes bk
noyau. Les protéines monomeéres NPR1 se lient augUdes de transcription TGA présents dans le noyam,
résulte un complex NPR1-TGA. Ce complexe reconatise lie aux séquences TGACG trouvées dans les
régions promotrices des gerieR-1, conduisant a I'activation des géereR et par conséquent aux réponses de
défense (droite). Cependant, en I'absence de petéNPR1 monomériques dans le noyau, les facteurs d

transcription sont incapables d’induire les geng@sPles mécanismes de résistance (gauche).

MS MS-INA

Figure SB.26 : Localisation nucléaire de NPR1 fusimé avec de la GFP en réponse a une induction par
INA (Kinkemaet al, 2000)
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Chez le riz, il a été observé que la résistamee oryzaeconférée par NPR1 n'était pas
aussi efficace que la résistance conférée pardiess. Cependant, une réduction importante
de la multiplication de I'agent pathogéne a étéeokie dans la nervure centrale des feuilles,
ce qui a limité la propagation bactérienne et arergé la survie des plantes de riz. Dans la
tomate, un niveau seuil d’expression est requisr paurésistance contrX. oryzae La
surexpression de NH1 dans le riz a également coaduiéveloppement spontané de Iésions
nécrotiques et a 'accumulation de peroxyde d’hgdre (Fitzgeraldt al, 2004). Aucun de
ces phénomenes n’'a été rapporté dans les dicohgédurexprimant NPR1 (Fitzgeratial,
2004). Contrairement aux plantes sauvages qui exam¢nt des hauts niveaux de SA en
conditions non induites, les plantes transgéniga@exprimant NH1 présentent des bas
niveaux de SA, suggérant que NPR1 doit étre implidans la régulation du métabolisme de
SA (Caoet al, 1998; Friedrictet al, 2001; Linet al, 2004; Cherret al, 2005).

3.5.1.4. Mode d’action de NPR1

Quelques années apres l'isolement du premier Rl dansArabidopsis le mode
d’action de ce géne dans les réponses de défestsdt reconnu du fait de l'incapacité de la
protéine NPR1 a se lier directement a 'ADN (Do2@04). Zhouet al. (2004) ont alors
spéculé que le genHPR1 pouvait agir comme un facteur de transcriptioncgra ses
domaines d’interaction protéine-protéine. En raisdm la découverte des facteurs de
transcription avec une sequence TGA (Zkwal, 2000), une voie de signalisation relayée
par NPR1 a été proposée (Figure SB.25). Dans ldslese saines,NPR1 est exprimeé
constitutivement a de tres faibles concentrati@mn(y, 2004). La plupart des protéines NPR1
sont inactives et sont regroupées en oligomeéres ldangoplasme (Figure SB.26) (Kinkema
et al, 2000; Mouet al, 2003). Aprés activation par un agent pathogena@&umulation de
molécules signal (SA, JA et ET) ainsi que des espactivées de I'oxygene (ROS), le statut
rédox du cytoplasme évolue en une forme plus réd(hoctor et al, 2002). Dans le
cytoplasme, des ponts disulfures maintiennent lel/neres NPR1 ensemble, et un
environnement oxydant est essentiel pour maintlsirponts disulfures intacts. Lorsque
'environnement du cytoplasme se réduit, les paligsiifures se dissocient conduisant a la
formation de monomeres de NPR1 (Metual, 2003). Un changement dans le cytoplasme de
I'association glutathion réduit / oxydé (GSH/GSS@ihtribue également a la dissociation des
polymeres dans le cytoplame (Mat al, 2003). Le mécanisme exact reste peu clair,

notamment comment GSH provoque la réduction.
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Cependant, les études menées par Btaal, (2003) démontrent que lors de I'induction
des réponses de défenses par SA ou un agent pa¢hodeéy a une diminution de la
concentration de GSH qui entraine un changemeniatio GSH/GSSG. Ceci est suffisant
pour réduire les protéines NPR1.

NPR1 monomérique est ensuite transloqué dans launo@ette translocation est
facilitée par la présence de signaux de localisatiocléaire (NLS) (Kinkemat al, 2000;
Mou et al, 2003). Dans le noyau, NPR1 monomérique recoretase lie aux facteurs de
transcription TGA pour I'induction de divers gerieR (Zhouet al, 2000).

De plus, dix résidus cystéines conserves ont étdifits dans la séquen®PR1(Mou
et al, 2003). Les résidus présents aux positions C82286 de la séquence jouent un role
central dans 'oligomérisation dd¢PR1 Des mutations de ces résidus dans NPR1 conthiit a
monomerisation constitutive de la protéine suivée pa translocation dans le noyau et par

I'activation constitutive de I'expression du gépie-1

3.5.1.5. NPR1 est impliqué dans des voies de sggt@n indépendantes du SA

Il est actuellement couramment accepté que laipotdPR1 joue un rble central dans
beaucoup de réponses de défense systémiques einfaraiveau de résistance accru face a
une large gamme d’agents pathogénes et d’herbi@as et al, 1994; Johanssoat al,
2006; Rayapuram et Baldwin, 2007; Yuetral, 2007). Il est également évident que le SA est
une molécule signal clef requise pour I'activatthngéneNPR1(Rochonet al, 2006; Loake
et Grant, 2007). Cependant, certaines études awoiléd’existence d’'une voie JA/ENPR1
dépendante (Pieters al, 1998; van Weest al, 2000; Berrocal-Lobo et Molina, 2004) ou
ET agit en aval de JA. JA et ET induisent égalententains sous-ensembles de geRBs
tels quePR-3 PR-4 PR-12(PDF1.2 (Penninckxet al, 1998), qui codent pour des protéines
a activités antifongiques (van Loenal, 2006).

ChezArabidopsis la résistance Busarium oxysporurat aVerticillium longisporunmest
dépendante de JA, ET, SA et N®R1 (Berrocal-Lobo et Molina, 2004; Johanssetnal,
2006).
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3.5.1.6. Etat des connaissances de NPR1 chezria vig

Parallelement a mon travail, une thése portantlauraractérisation fonctionelle de
géenes de signalisation intervenant dans les répatesédéfense aux agents pathogénes chez la
vigne a été réalisée par Gaélle Le Henanff (Le HEna009). L’'analyse des banques d’EST
et des données issues du séquencage du génomeigeeandique que deux genes chez la
vigne (VVNPR1.1etVVNPR1.2 montrent de fortes similarités de séquence ANPR1

Ces travaux de these ont montré que l'expressiorstitotive deVvNPR1.1let de
VVNPR1.2est augmentée dans des feuilled/dginiferacv. Chardonnay apres traitement par
du BTH. Les protéines VVNPR1 fusionnées a la GRR pdncipalement localisées dans le
noyau. De plus, la surexpression\deNPR1.let VVNPR1.2en systéme hétérologue (feuilles
de Nicotiana benthamianastimule I'expression de deux génes SA-dépend&R4, et PR2.
L’expression transitoire &tNPR1et deVvNPR1.1dans des feuilles de vignes montre une
induction sensiblement augmentée de VVvPR-1 en s&pa@P. viticola D’autre part, la
transformation stable de mutamigrl.2 d’ArabidopsisparVVNPR1.laméliore la résistance a
Pseudomonas syringg®y maculicolaet restaure I'expressionAtPR-1contrdlée par le SA.
Contrairement &/vNPR1.1VVNPR1.2semble incapable de stimuler la résistané&siz ou
'expressiond’AtPR-1apres un traitement au SA. Ces résultats sugggquenfvNPR1.1soit
probablement I'orthologue AtNPR1et queVVNPR1.2pourrait avoir une ou des fonctions
différentes d&/vNPR1.1etAtNPR1

3.5.2. Les facteurs de transcription TGA

Les facteurs TGA ont tout d’abord été identifiesiagr a leur capacité a se lier a
I'élémentactivating sequence (as-1) du promoteur 35S du Virus de la Mosaique du Chou-
fleur (CaMV) (Katagiri et al, 1989). Les facteurs TGA sont composés de dewifgnot
TGACG espacés de huit nucléotides. C’est de ces nupidfde nom des facteurs TGA dérive.
Des études ont également montré que les facteufssbBt capables de se lier a un élément
analogue trouvé dans le promoteur detbpine synthas@csg du plasmide Tumour-inducing
(Ti) d’AgrobacteriumtumefaciengFromm et al, 1989). Par conséquent, certains facteurs
TGA ont d’abord été nommés Octopine Binding Faci@BF) (Zhanget al, 1993) mais

seront cependant nommés comme des facteurs TGAcdtrghese.
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Figure SB.27 : Schéma de la structure du facteur danscription TGAla (d’'apres Pascuzat al, 1998 et
Katagiri, 1992)

Domaine N-term : acides aminés 1-86

Région bZIP : acides aminés 87-142
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3.5.2.1. L’élémenas-1

L’élémentas-1 a été décrit comme étant un élément important ¢mmégulation du
géene codant unglutathion S-transferase @&ST-§ quePR-1(Lebelet al, 1998; Strompeet
al., 1998). Il est également sur-représenté dansrl@aqgieurs des genes différentiellement
exprimés apres un stress abiotique ou une infeg@rrun agent pathogéne (Mahalingam
al., 2003).

L’élément as-1 semble étre impliqué dans la réponse a un cen@mbre de
phytohormones tels que SA (Q& al, 1994), MeJa et I'auxine (Liu et Lam, 1994; Xiagiy
al., 1996) ou au stress oxydatif (Garrettnal, 2002). La séquence as-1 a été isolée pour la
premiére fois a partir d’'une banque d’ADNc de tabba été appelée TGAla (Katagitial,
1989).

L’analyse de séquences du facteur de transcripliGfla bZIP révele qu’il est
composé d’'une région basique de liaison a TADNyné&' région leucine zipper importante
pour la formation de dimeres, d’'un domaine N-teaharcide pour I'activation, d’'un domaine
riche en glutamine pour I'activation transcriptiefie potentielle et enfin d’'une région de
stabilisation des dimeres dans sa partie C-termiflaigure SB.27) (Katagiret al, 1992;
Neuhaust al, 1994; Pascuzat al, 1998).

3.5.2.2. La structure des facteurs TGA

Les séquences des premiers facteurs TGA isoléslelamisac ont permis d’identifier un
domaine bZIP (Basic Leucine Zipper) (Katagtial, 1989; Jakobyet al, 2002). Le motif
bZIP est composé d’environ 16 acides aminés basiqglien espace de neuf acides aminés
suivi par une répétition de sept leucines ou denmirte quel acide aminé hydrophobe
(Jakobyet al, 2002). Ces structures sont localisées sur l'eéliccontigué et permettent
l'interaction entre les protéinem les cotés hydrophobes des hélices.

Les facteurs de transcription contenant un motiPb@nt été identifiés chez les plantes
et les mammiféres (Riechmamt al, 2000). Chez les plantes, ils participent a leedgé
contre les agents pathogenes (Kim et Delaney, 28602y développement floral (Wigge
al., 2005). CheZArabidopsis thalianaplus de 80 membres ont été identifies. Ces genes
éte classés en dix groupes basés sur les sinslat@éséquences des regions basiques et la
présence de motifs conservés complémentaires. Resnfacteurs de transcription a motif
bZIP, les facteurs TGA constituent un groupe (Jglettal, 2002).
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3.5.2.3. La famille des facteurs de transcripti@AT

La famille des facteurs de transcription TGAAHbidopsisest composée d'une petite
famille multigénique comprenant dix membres (Ryalsl, 1997; Dong, 2001). Sept de ces
membres ont été groupés, selon leur similaritéédgience en acides aminés, en trois sous-
classes (Figure SB.28) (Xiarg al, 1997) : classe | (TGALl et TGA4), classe Il (TGA2,
TGAS et TGA6), et la classe Il (TGA3) (Jakoley al, 2002). Les différentes sous-classes
possédent peu ou pas de similarité au niveau giedhaité N-terminale (avant le bZIP) entre
elles, alors qu’un haut degré de similarité estivtéoa I'extremité C-terminale. De plus, les
membres appartenant a la méme sous-classe possgedespiécificités similaires de liaison a
'’ADN, d’expression, de propriétés transactivatioie®e et d’interactions protéine-protéine
(Zhanget al, 1999; Desprest al, 2000; Niggewegt al, 2000; Niggewegt al, 2000; Zhou
et al, 2000; Schiermeyaeat al, 2003).

3.5.2.4. Analyse fonctionnelle des facteurs TGA

La détermination de la fonction des facteurs TGAdamt la SAR est une tache
complexe. Peu d'études ont publié des donnéesfismjnies sur la surexpression dun
membre de la famille TGA. Kim et Delaney (2002) cohstaté qu'en surexprimant TGAS,
les plantes dirabidopsismontraient une augmentation de la résistance &aunghe virulente
de l'oomycéte Peronospora parasitica alors que dans un méme temps, les niveaux
d’expression des gen@R décroissent. Cette méme étude a montré que lamession d'un
autre membre de la famille des TGA (TGA2), n'a aueffet sur la résistance aux maladies
ou sur I'expression des gerieR.

Il est difficile d’obtenir des plantes contenans ageutations dans un seul facteur TGA et
il apparait que pour étudier la fonction des TGAughsant cette approche, on ne peut pas
cibler un seul membre de cette famille, mais ireltaus les génes qui sont regroupés dans
une méme sous-classe (voir paragraphe 3.6.1.1'&emple le plus probant est I'étude
réalisée sur le triple mutatga2,tga5,tgagZhanget al, 2003). Cette étude fournit la preuve
evidente du rble des facteurs TGA dans la SAR riptetmutant posséde des ressemblances
avec le mutanbprl. Lors d’'une application exogene de SA ou d’INA&xbression des génes
PR n’augmente pas dans ce triple mutant. De plugju@nt est incapable de mettre en place
la SAR contreHyaloperonosporgarasiticaet la bactérie pathogemseudomonas syringae
Ces phénotypes n'ont pas été observés dans ldesimptantsga6 outga2, tgab
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La surexpression de TGA2 ou TGA 5 seul est capdbleestaurer le phénotype du
triple mutant. Ceci fournit la preuve que la foonotides membres de la sous-classe Il est
redondante et également impliquée.

Des plantes mutantes dominantes-négatives desufacléGA ont été fréquemment
utilisées pour I'étude de leur fonctionplanta En utilisant la surexpression de variants nuls
de la protéine choisie, ce type de mutants devaaitplémenter la fonction de la protéine du
type sauvage. A priori, on s'attend a ce que lantplaransgénique présente le méme
phénotype que celui de la plante sauvage pourdgtipe choisie. L’expression des formes
dominantes-négatives du geAtrGA2aboutit a des plantes dont la résistance basakeecon
P. syringaepv. maculicolaest défectueuse (Fan et Dong, 2002). Cependastiyéxpression
de ce méme mutant dans le tabac montre une augioarda la SAR contr®. syringaepv.
tabaciou aprés application de SA (Pontatral, 2001). La contradiction des résultats suggere
gue les facteurs TGA doivent fonctionner a la fmsme des régulateurs négatifs et positifs
de I'expression des génes dépendant de I'acideybalie (Shah, 2003).

En effet, une étude du promoteur du géfe1a montré qu’il posséde deux éléments
cis, linker scan7(LS7 et LS5 (Lebel et al, 1998). Ces éléments agissent respectivement
comme des régulateurs positifs et négatifs de tesgion dd°R-1en réponse aux traitements
par INA ou SA. TGA 2 est capable de se lier avecdsux €léments et de facon intéressante
NPR1 augmente cette liaisan vitro (Despreset al, 2000). Ceci montre la difficulté de

définir la fonction des facteurs TGA par rapporinagcanisme d’expression du gdvie-1

3.5.3. Interactions de NPR1 avec des facteurs de transption
3.5.3.1. Facteurs de transcription TGA et NPR1

La famille des facteurs de transcription TGA / Odsic leucine zipper (bZIP) interagit
avec NPR1 pour réguler les réponses de défense (hal, 2000). Cette interaction
physique a été identifiée a plusieurs reprisesysteme double hybride dans la levure (Zhang
et al, 1999; Despre®t al, 2000; Zhouet al, 2000). Les facteurs TGA sont capables de
reconnaitre et de se lier a I'élémeas-1 (activation sequence-1) localisé dans la région
promotrice de divers genes sensibles aux stressi¢&taal, 1999; Johnsoet al, 2003). La
capacité des facteurs TGA a reconnaitre et a sauie élémentsis-acting qui sont localisés
au niveau du promoteur des géenes de défense, dépantement de leur liaison a la forme
monomérique dé&NPR1dans le noyau (Figure SB.25) (Despetsal, 2000; Rochoret al,
2006).
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La capacité d’interagir avec NPR1 a été démontréer ges membres des trois
premieres classes des facteurs TGA (Xiah@l, 1997; Desprest al, 2003; Kesarwanét
al.,, 2007). NPR1 interagit avec les facteurs TGA2, BGAGAS, TGA6 et TGA7
d’Arabidopsisdans la levure alors que TGA1, TGA4 et PERIANTHiAnteragissent pas ou
gue tres faiblement (Zhareg al, 1999; Desprest al, 2000; Zhouet al, 2000; Hepworttet
al., 2005). Le gene PERIANTHIA, chék thaliang code un facteur TGA qui a été identifié
dans un mutant montrant une penta symétrie darkelgs au lieu d’'une tétrasymétrie dans le
type sauvage (Chuangt al, 1999). TGALl et TGA4 interagissent avec NPR1 uament
apres stimulation par le SA alors que les autredsl Gités précédemment peuvent interagir
avec NPR1 en conditions non induites. De plus, @xima sativa le TGA2.1 natif a un role
négatif dans la réponse basale de défense fackauigéries pathogenes puisque le mutant
ITGA2.1 présente une meilleure tolérance aux ageatisogenes (Fitzgeralet al, 2005).
L’activité des protéines TGA est également affegigdedes changements de I'état redox de la
cellule.

Des études d’électromobilité (EMSA ; Gel retard Electro mobility shift assays) ont
montré que les protéines TGA2 et TGAL, traitéescasia dithiothreitol (DTT, agent
réducteur), se lient fortement a la séquence daibtin 1 @s-1) et que cette liaison est
augmentée par des protéines NPR1 réduites (Desprag 2003; Pieterse et Van Loon,
2004). Récemment, il a été montré que le domain/BOZ d’AtNPR1 se lie avec le domaine
de répression de TGA2 pour réprimer sa fonctiony(@et al, 2009). Desprest al. (2003)
ont montré que la réduction des résidus cystéimes dGALl et TGA4 est requise pour
l'interaction avec NPR1. De plus, l'interaction @&A2 avec NPR1 requiert le centre du
domaine BTB/POZ de NPR1 (résidus 80 a 91), ainsilguxgdation des résidus cystéines
cys-521 et cys-529 (Rochat al, 2006). Il a également été montré que TGA2 et TGA3
lient au promoteur du géeneR-1 uniguement en présence de SA et pour un ¢éPR1
fonctionnel (Johnsoret al, 2003). Tous ces résultats indiquent que NPR1 Aetsént
importants tant pour la liaison a I'ADN que poutrinsactivation des facteurs TGA.

3.5.3.2. Les facteurs de transcription WRKY et NPR1
Bien que l'interaction entre NPR1 et les facteurgrdescription TGA soit bien établie,
les domaines de liaison aux TGA sont sous représetains les promoteurs des génes de
défense (Cheret al, 2002). Les facteurs TGA ne sont donc pas lessstadteurs de

transcription agissant en aval @R 1pour I'activation des genéxR
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'y a approximativement 74 a 100 genes cheabidopsis codant des protéines
possédant un ou deux domaines WRKY conservés @eifis aminés (Eulgest al, 2000)
et leur grand nombre suggere une certaine redoedanctionnelle (Zhang et Wang, 2005;
Eulgem et Somssich, 2007). Plusieurs types deudectie transcription sont exprimeés tels que
les facteurs WRKY lorsque les plantes sont expoaéass stress biotiques ou abiotiques ou
au cours des différentes étapes de leur développefivaleck et al, 2000; Chenet al,
2002). Les protéines WRKY peuvent se fixer sur @&émentsis, appelés W-box contenant
le motif central (T)(T)TGAC(C)/T) et présents notaent dans un tres grand nombre de
promoteurs de genes impliqués dans les réponseefdase (Eulgenet al, 2000). Cette
famille de régulateurs de transcription régule absn en amont qu’en aval les activités de
NPR1 (Yuet al, 2001; Wanget al, 2006). AtNPR1 controle directement I'expressian d
certains facteurs WRKY. WRKY70 serait impliqué ddes interactions entre les voies de
signalisation (Wangt al, 2006). WRKY 70 et WRKY 58 sont connus pour agimene des
régulateurs pour prévenir I'accumulation excesdw&SA (Wanget al, 2006).

D’autres facteurs WRKY sont indépendants d’AtNPRAgissent dans d’autres voies
de signalisation. On peut citer les facteurs WRK¥2RVRKY?29 qui sont activés en réponse
a la détection de la flagelline (Asai al, 2002) ou bien WRKY33 qui contrdle la résistance
aux agents pathogenes nécrotrophes en activagetess de la voie JA et en réprimant les
géenes de la voie SA (Zhemrgal, 2006).

L’analyse informatique du promoteur du gévieR1d’Arabidopsisa révélé I'existence
de trois W-box, ce qui suggere que lI'expressiomNBR1 est elle-méme sous la dépendance
de certains facteurs WRKY (Yu et al.,, 2001). Cesistrboites sont essentielles pour
'expression basale des gemM¢éBR1etPR-1(Yu et al., 2001).

Diverses molécules signal comme SA, JA et ET peuusiuire I'expression d’'une
large variété de protéines PR. L'expression deqgyes protéines PR est régulée par le gene
NPR1a travers son interaction avec les facteurs aesdrgption TGA ou WRKY (Zhowet al,
2000) (Grant et Loake, 2000; Kesarwahal, 2007).

ChezArabidopsis la résistance B. oxysporum(Berrocal-Lobo et Molina, 2004) et\a
longisporumest dépendante de JA, ET, SA et d'une protéine IN&YRosolique (Berrocal-
Lobo et Molina, 2004; Johanssoet al, 2006). Les molécules pathogenes induisent
'expression dePR-1 PR-2et PR-4 Chez le pommier, la surexpression MpNPR1induit
'expression dePR-2 PR-5et PR-8 (Malnoy et al, 2007). Che. sativa 'homologue de
NPR1 NH1, régule fortement le gerieRR-1apres traitement avec du BTH ou MeJA (Y &n
al., 2007).
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4. Objectifs et présentation du travail de these

Il a été clairement démontré que les plantes sapditdes de développer une résistance
locale ou systémique apres une premiere infectionupaagent pathogene ou bien apres
traitement avec des activateurs chimiques. Ainss, plessions de sélection fortes sur des
genes impliqués dans les mécanismes de résistaragants pathogénes sont a 'origine de
la co-évolution entre les plantes et leurs bioages. Des avancées significatives ont été
réalisées sur les connaissances des genes esswiés de signalisation impliquées dans la
régulation des réponses de défenses.

Beaucoup de travaux sur la résistance ce sont oty@sesur la plante modele
Arabidopsis thalianat quelques membres de la famille @egurbitaceaeet desSolanaceae
(Sticheret al, 1997). Des genes tels gN®R1ont été mis en valeur dans 'amélioration de la
résistance par l'intermédiaire d’approches de gé@dieétigue et de nombreux facteurs de
transcriptions tels que les TGA ont été trouvésrpoteragir avec NPR1 (Despres al,
2000; Zhouet al, 2000).

La vigne est sensible a de nombreuses maladigsmjupeser une menace constante sur
les vignobles et qui font I'objet de tres nombréaxtements phytosanitaires (Dubos, 1999).
Au cours des derniéres décennies, des stratégikgtdelternative apparaissent, visant non
pas a s’attaquer a I'agent pathogéne lui-méme wagler la plante a se défendre contre
'agresseur (Benhamou et Nicole, 1999). Peu de wra\ant été réalisés sur les genes de
défense chez la vigne mais une connaissance détdiéls mécanismes de résistances et de la
fonction des genes impliqgués dans ces mécanismaseftea une amélioration de la
résistance de la vigne face aux maladies. Au ddbunes travaux de these, seul un gene
VVNPR1lavait été identifié et nous avons émis I'’hypothgae d’autres génes homologues
existaient dans la vigne. Les objectifs de ce ftad@ these ont donc été d’identifier et de
caractériser le gendPR1chez la vigne puis de tester son interaction dagsdacteurs de
transcription TGA identifiés. Quatre étapes ontpgigées pour réaliser ce projet :

1- Choisir différentes accessions dans la famille \dieaceaemontrant une résistance
différente a un stress biotique.

Les vignes sont soumises a des stress biotiquegialsxrépond une grande variété de
comportement caractérisée par les mécanismes tanee. Afin de savoir si ces derniers
sont générés p&NPR1(dans la famille de¥itaceag les accessions choisies doivent présenter

différents profils de résistance au cours d’inteoas avec un agent pathogéne virulent.
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Or, nous savons que la vigne connait des degréssdie sensibilité au mildiou en
fonction des variétés (Galet, 1977). Ainsi, cetragmthogene a été privilégié dans le cadre
de cette étude préliminaire puisque I'équipe Géunétiet Amélioration de la Vigne de I'INRA
de Colmar bénéficie d’'un systeme performant detimotaemi-quantitative OIV 452 pour les
tests biologiques au mildiou.

2- ldentifier grace au séquencage complet du géndmda vigne les potentiels
orthologues du gen&lPR1 d’Arabidopsis puis étudier leur diversité génétique dans les
accessions précedemment sélectionnées.

3- Etudier les séquences promotrices des gBiriR1identifiés ainsi que la diversité
génétique des introns dans cing accessionAtievinifera

4- Etudier Tlinteraction des protéines VVNPR id&ées avec les facteurs de
transcription VVTGA identifiés chez la vigne par tiechnique du double hybride dans la
levure.

A plus long terme, les objectifs de cette thése,siohe part, de mieux connaitre les
voies de signalisation aboutissant aux mécanisraesdetense chez la vigne et d’autre part,
d’envisager la surexpression de ces éléments dalsgtion et en particulier le gehNPR1
afin de stimuler les réponses de défense chezleviEn effet, les plantes surexprimant le
geneNPR1chezArabidopsis thalianaont plus résistantes a certains agents pathogémes
montrent pas de défaut de croissance (€ad, 1998).
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1. Introduction

Les vignes sont attaquées par un grand nombreedies et de maladies dont les plus
communes sont la pourriture grisBofrytis cinerey I'oidium (Erysiphe necatqr et le
mildiou (Plasmopara viticola Toutes ces maladies font peser une menace octasar les
vignobles et font 'objet de trés nombreux traitetaegphytosanitaires (Dubos, 1999). Plus
particulierement, 'agent pathogene responsablia dealadie du mildiou est un oomycete de
la famille desPeronosporacegePlasmopara viticola(Berk. Et Curt.) Berl. et de Toni. Il
s’agit d'un parasite biotrophe obligatoire qui gtta tous les organes herbacés (rameaux,
feuilles) ainsi que les organes de l'infloresceaaede la jeune grappe, qui se desséchnt.
viticola persiste pendant la saison hivernale sous formesgores généralement conservées
dans les feuilles mortes présentes sur le sol.quersles conditions d’humidité et de
température leur sont favorables, les oosporesaydrgour donner naissance a des sporanges
qui contiennent les zoospores (forme asexuée). peEipitations printaniéres vont
permettrent aux zoospores de se disséminer. Lespames sont enkystées puis germent sur
I'épiderme des feuilles de vigne et forment un tgeeminatif qui pénetre dans les tissus
végetaux par les stomates. Des structures spéaslisies haustoria, se développent a partir
du mycélium. Les haustoria se développent au sairpdeenchymes et créent une interface
d’échange par laquellB. viticola préleve les nutriments nécessaires a son dévelapgem
Apres cette phase de développement, il y a reptmiu@sexuée avec formation de
sporangiophores (structures portant les sporarggesortent de la plante principalement au
niveau des stomates de la face inférieure desldsuilCes organes fructiferes vont se
différencier en nouvelles zoospores capables diseéades contaminations secondaires
(Dubos, 1999). A l'automne, la phase de reprodnctiexuée conduit a la formation des
oospores pour la conservation hivernd&asmopara viticolaengendrant un affaiblissement
de la plante, une perte de rendement et de quagéécoltes.

Chez la vigne, il existe des différences entreviasétés en terme de sensibilité au
mildiou (Galet, 1977). Le but de ce travail étaand un premier temps d’évaluer des
différences de résistancePédasmopara viticolaet de mettre ces résultats en relation avec la
diversité du gen®&dlPR1dans la famille de¥itaceae Il est alors nécessaire de disposer de
tests fiables de dépistage de la maladie pour évéds niveaux de résistance des génotypes

préalablement choisis.
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Famille

Vitaceae
Genres Genres Genre Genres Genres
Cissus Clematicissus Vitis Cayratia Puria
—— Ampelopsis — Parthenocissu Acareosperm Nothocissus —
— Pterisanthes — Landukia Pterocissus |—— Yua 1
— Tetrastigma '—— Rhoicissus Cyphostemm Cissites  [—
—— Ampelocissus Paleovitis [——
Sous-genre Sous-genre
Vitis Muscadinia
Série Série Série Série Série Série Série Série Série Série Série
Candicansae Labruscae Caribaeae Arizonae Cinereae Aestivalae Cordifoliae Flexuosae Spinosae Ripariae Viniferae
Especes Especes Espéces Espéces Espéces Espéces Espéces Especes Especes Espéces Espéces Especes
V. candicans V. labrusca V. caribaea V. arizonica V. cinerea V. aestivalis V. cordifolia V. flexuosa V. armata V. riparia V. vinifera V. rotundifolia
V. doaniana V. coignetiae V. blancoii V. californica V. berlandieri V. lincecumii V. helleri V. amurensis V. davidii V. rupestris V. silvestris V. munsoniana
V. longii V.lanata V. girdiana V. baileyana V. bicolor V. illex V. balansaeana V. romanetii V. popenoei
V. coriacea V. treleasei V. bourgaeana V. bourquina V. monticola V. betulifolia
V. simpsonii V. gigas V. rubra V. embergeri Accessions utilisées .
V. champinii V. rufotomentosa V. pentagona
V. del rioi V. piasezkii Genres Sous-genres  Espeéces Cultivars
V- thunbergii Ampélopsis japonica
V. bryoniaefolia - - -
V. chunganensis Parthenocissus quinquefolia
V. chungii Muscadinia rotundifolia  Carlos
V. f|C|foI|0|dg§ arizonica
V. hancockii
V. hexamera labrusca Isabelle
V. pedicellata rupestris du Lot
V. piloso-nerva aestivalis
V. pseudoreticulata .
V. seguinii Vitis i cinerea
V. silvestrii Vitis Gouais blanc
V. tsoii Muscat reine des vignes
V. wenchowensis Cabernet sauvignon
V. chrysobotrys vinifera Riesling
Pinot noir
Gewurztraminer
PN 40024

Figure 1.1 : Diagramme représentant les différentesccessions utilisées dans la classification systiique desVitaceae(d'aprés Galet, 1993)
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2. Résultats

2.1.Choix des accessions
Pour nos travaux, les accessions utilisées doikgmindre a plusieurs critéres : étre
représentatives de I'ensemble de la famille défmceae et présenter des sensibilités
différentes au mildiou. Il est donc nécessaire amparer des variétés sensibles au mildiou
avec des variétés peu sensibles, voir résistaQtgaze accessions ont été choisies selon leur
disponibilité dans la collection ampélographiqud’idRA de Colmar ainsi qu'avec l'aide de
la classification de¥itaceae(Galet, 1993) (Figure 1.1).

2.2. Tests d’'inoculation mildiou

Afin d’aborder la caractérisation génétique de eesessions, une différence de
sensibilité au mildiou doit étre validée. Pour celaus avons utilisé un test biologique en
conditions contrélées qui permet d’évaluer de faggmoductible et quantitative la résistance
a Plasmopara viticola Les variétés d&/. vinifera sont toutes plus ou moins sensibles au
mildiou (Galet, 1977). Le Muscat, le Pinot noirletCabernet sauvignon sont généralement
connus pour étre sensibles au mildiou. Plusieurscesude résistance au mildiou ont été
décrites dans les especes\des d’origines ameéricaine et asiatique (Staudt et Kasyer,
1995), probablement due a une co-évolution ensr¥ites etP. viticola V. cinereaV. riparia
et V. rotundifoliasont connus pour étre hautement résistahtagstivalis V. arizonicaet V.
rupestrisdu Lot présentent un degré de résistance élevgildiou, de méme qu¥. riparia
gloire de Montpellier et les muscadines qui résisbeen.

A l'aide de ce test, les accessions choisies, septatives de la famille da&taceae
ont été évaluées pour la résistance au mildiou. ¢tapde diversité de comportement a été
observée montrant que les différentes accessiorsegest des mécanismes de résistance au
mildiou allant jusqu’a la résistance totale (Figug).

Dans notre étude, deux groupes se distinguent, reEemipr est composé de
Parthenocissus quinquefoliMuscadinia rotundifolia Vitis cinerea Ampelopsis japonica
Vitis riparia gloire de Montpellier eVitis rupestrisdu Lot (bien que ce dernier semble plus
sensible gu’habituellement) et le second regrowuees les autres accessions. Le premier
présente un haut niveau de résistance tandis guackeessions du second sont beaucoup
moins résistantes. Nous retrouvons des niveauxsistance équivalent pour les accessions

déja étudiées.
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Figure 1.2 : Analyse de la résistance au mildiou dequinze accessions dans la famille d¥gaceae

Les disques foliaires des quinze accessions sdatt@s par une suspension de sporanges ‘(Bill0de
Plasmopara viticolaL’'évaluation quantitative de la résistance awioil est réalisée 7 jours aprés inoculation.
L’échelle de notation semi quantitative OIV 452té atilisée.Vitis viniferacv. Muscat eV. riparia Gloire de

Montpellier constituent les témoins internes depirience.
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Il existe une corrélation entre la note OIV 45Zatombre de spores / ml. En effet, pour
le groupe des accessions les plus résistantesnidne de spores est significativement plus
faible, alors que les spores sont plus nombreusasles accessions les moins résistantes. De
plus, il semble que globalement les spores soraitle plus importante dans les accessions
résistantes que dans les accessions les plus Issnsliette observation n’est cependant pas
vérifiée pour les contréles internes de I'expéregna savoirV. vinifera cv. Muscat etV.

riparia gloire de Montpellier.

3. Conclusions
Des accessions de différentes sensibilités au onildnt donc été identifiées, nous avons

alors entrepris I'étude du déterminisme génétiquevines a travers celle du gedeR1
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1. Introduction

La résistance systémique acquise (SAR) est une sépda résistance induite qui est
établie apres I'exposition de la plante a un agmthogene nécrotrophe et qui conduit a
'accumulation de l'acide salicyligue (SA) et ankiuction d’'un sous-groupe de géreR
(pathogenesis-related) (Ryagd al, 1996; Durrant et Dong, 2004). La SAR confére une
résistance a large spectre et une résistance ducabkre différents agents pathogenes de
plante (Ryalset al, 1996; Sticheet al, 1997; Durrant et Dong, 2004). Elle peut étre itedu
en pulvérisant I'acide salicylique ou ses analodgoestionnels I'INA ou le BTH (Ryalst
al., 1996).

Des analyses génétiques ont identifié plusieurslaégurs impliqués dans la voie de
transduction de la SAR (Durrant et Dong, 2004).dégnces régulateurs, le geN®R1(Non
expressor of Pathogenesis-Related 1) a été biatiéétinezArabidospsis thalianall est
connu pour étre un régulateur positif de la SARo(€gal, 1994; Dong, 2004). Des plantes
mutantesnprl sont incapables de mettre en place la SAR comsesduches virulentes des
agents pathogends syringaeou P. parasitica(Caoet al, 1994; Delanet al, 1995). Ces
plantes sont également incapables de mettre ee fda@sistance systémique induite (ISR)
contre P. syringae (Pieterseet al, 1998). Ces mutants sont également affectés dans |
résistance basale contre des pathogenes biotroglsegueP. syringae P. parasiticaet E.
cichoracearumAinsi, en plus de la SAR, NPRL1 est égalementisgoour I'ISR, la résistance
basale et pour la signalisation de geRes

Les plantes mutantegprl n’expriment pas les gen@&R induits par I'acide salicylique,
en particulier les marqueurs de la SAR-1, PR-2et PR-5 apres traitement avec le SA ou
ses analogues (Cagt al, 1994; Glazebroolet al, 1996; Liu et al, 2005). Les plantes
accumulent d'importantes quantités de SA apretatjae d’'un agent pathogene (Delamty
al., 1995) et sont sensibles au SA exogéne @adb, 1997).

Le geneNPR1est exprimé de maniére constitutive et ses nivedexpression sont
encore plus élevés aprés traitement avec du SArdection d’'un agent pathogene (Cab
al., 1997; Ryalset al, 1997). Il code une protéine contenant un sitéodalisation nucléaire
(NLS) et deux domaines d’interaction protéine-praé le domaine ARD (ankyrin repeat
domain) et le domaine BTB/POZ (Broad Complex, Track and Bric-a-brac/Pox virus and
Zinc finger) (Cacet al, 1997; Sedgwick et Smerdon, 1999). La plupartrdetations dans le

domaine ARD suggeérent une fonction importante denctf.
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NPR1 est présent a la fois dans le cytoplasmeret ldanoyau (Desprest al, 2000). En
conditions non induites, la protéine NPR1 cytoplasm est sous la forme d'oligomere liée
par des ponts disulfure entre les résidus cystéaoeservés (Mowet al, 2003). Aprés
induction de la SAR, des changements redox damellale conduisent a la réduction des
cystéines principales entrainant la monomérisateNPR1 et sa translocation dans le noyau
(Mou et al, 2003). La localisation nucléaire de NPR1, arbitpér le site NLS en C-terminal,
est nécessaire pour I'activation des gérRgKinkemaet al, 2000; Mouet al, 2003).

L’analyse de banques d’EST puis des données isBusgquencage du génome de la
vigne nous a permis d’identifier deux genésNPR1.1et VVNPR1.2chez la vigne, montrant
de fortes similarités de séquence avec le gdhdPR1 L'étude bioinformatique montre une
conservation de la structure intron / exon : 4 exeh 3 introns. VVNPR1.1 et VVNPR1.2
codent des protéines de 584 et 587 acides amiegzgativement, et présentent une grande
conservation des motifs structuraux des protéineRNconnues : BTB/POZ et ARD, motifs
connus pour étre impliqués dans les intéractiorépre-protéine, plusieurs signaux de
localisation nucléaire (NLS) ainsi que neuf des djstéines conservées décrites par Mbu
al. (2003). La construction d'un arbre phylogénétiqegroupant les protéines NPR1 de
différentes especes montre une premiere différentre les deux protéines de vigne. En effet,
alors que VVNPR1.1 est regroupé avec les proté\d1 dArabidopsis du riz, du tabac et
de la tomate, VVNPR1.2 forme un groupe distinctcaktNPR3 et AtNPR4, décrits comme
étant des régulateurs négatifs des réponses desddfghanget al, 2006). Afin de déterminer
la fonction de VVNPR1.1 et VVNPR1.2, plusieurs aghes ont été mises en ceuvre. Tout
d’abord, parallelement & mon travail de thése, fefilpd’expression de VVNPR1.1 et
VVNPR1.2 a été évalué aprés traitement par du BIldaurs d’interactions compatibles et
incompatibles et des expériences de surexpressiositbire de ces genes ont également éte
meneées par Gaélle Le Henanff (Le Hénanff, 2009auDe part, une étude de la diversité
génétique dans les accessions de vigne précédens@keationnées (cf chapitre 1) a été
entreprise afin d’examiner les pressions de séleatui agissent sur les gend®PR1.1et
NPR1.2dans la famille de¥itaceae Ces derniers travaux ont fait I'objet d’'une pahtion

parue dans la revue Biology Direct et présentegpres.
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2. PUBLICATION : Low level of polymorphism in two puta tive NPR1
homologs in theVitaceaefamily
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Low level of polymorphism in two putative NPR1
homologs in the Vitaceae family

Karine Bergeault”, Christophe Bartsch', Didier Merdinogly®, Bernard Walter'

Abstract

Background: Grapevine Is subjected to numerois pests-and diseases resulting in the use of phytochemicals in
large quantities The will to decrease the use of pvtochemicals leads to attempts to find altemative strategies,
implying knowledge of defence mechanisms, Numerus studies have led to the identification of signalling
pattways and regulatory elements involved in defence in various plant species. Nonexpressor of Pathogenesis
Related 1 (NPR1) is an important mgulatory component of systemic acquired resistance (SAR) in Arabidopsis
thaliana.

Results: Two putative homologs of MR gene were found in'the two sequeniced grpevine genomes available in
the Genoscope database for line 40024 and in the |ASMA database for Pinat noir ENTAY 115, We named these two
NPR | genes of Vitis vinieng : WANPRT | and WNPRIZ. A PCR-based strtegy with primers designed on exons was
wsed to successfully amplify MR T gene fragments from different Vitocage accessions. Sequence analyses show that
NPRILT and NPRI2 are highly consered amang the different accessions not only Vo vinifers cultivars but also other
speci&s. We eport nucleotide polymarphisms in NPRLLT and APR.2 from fifteen accessions balonging 1o the
Vitgcegs family. The ratic of nonsyrorymous to synonymous nucleotide substitutions determmines the svolutionary
pressures-acting on the Witacese NPRI genes. These genes appear 1o be experiencing purifying selection, In some
of the species we have analysed one of the two alleles of NFRIL! contains a premature stop codon. The deduced
amino acid sequences share structural features with known NPR1-ike proteins: ankyrin repeats, BTE/PGEZ domains,
nuclear localzation signature and gystéines: Phylogenetic analyses of deduced amino acid sequences shaw that
VWNPRILY belongs to a fist groupof NPR1 protelns known as positive regulators of SAR and WNPR12 belomgs to a
second group of NPR1 proteins whose principal members-are AtNPR3 and AtNPR4 defined as negative regulators
of SAR

Conclusion: Qur study shows that NPAT. Tand NPRIZ are highly conserved amang different accessions in the
Witacage family, WNPRLY and WNPRIZ are phylogenetically closer to the group of positive or negative SAR
requistors respectivel.

Reviewers: This article was reviewed by Fyodor Kondrashov, Purificacion LopezGancia and George V. Shpakowski,

Background

The Vitaceae Bmily consists of ap prmr.lmati:li,' T spe-
cies classified in 14 penera. Asmpelopsis and Parthenocts-
sug are two genera related to each other. The genus
Vitis has been divided into two distinet sections called
Envitis and Muscadinta [1]. These two sections can be
differentiated not only on morphological and amammical
appearance but alse on chromosome number. Muscadi-
mia have 2n = 40 chromosomes while Envitis have only

& Cowpmara e o x.:'"-u:'.n:'n;a.]-]@..";:"‘-
Eahaiode Ve Baoedhndiodges & Bnvisondiernen, Liniver@e de Hare
Asace 33 e e Hesslihein, 68000 Codna Frame

() BioMed Centra

In = 38 (2} Vitls vimifera, as well as several other spe-
cles and h}'brl-l:ls of Vitis, are well known n:r_'url-unﬂ.cally
for grapes, wine and raising productions. Grape and
their dertvatives have an increasing worldwide market
[3]. Vineyard s constantly subjected to numerouws stres-
ses due to dimatic conditions, farming techniques,
mineral defidency or pathopens. Vineyards are threa-
tened by numerous viruses, bacteriz and fungi. This
situation leads wine growers to use chemicals in large
quantities.

The stimulstion of grapevine's own defences could be
an alternative strategy to phytochemicals, Numerous

010 Begeaalt &t ak B Boad Cemtal Ld, Thin s an Open Access s cie detsboed woder fhe tesm of the Destive
Comrmars Arbation e haglommecommareogiieres et which pemis wreested s dexhaion, and
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studies have led to the tdentification of several plant
genes involved in defence mechantsms and especially in
signal transduction pathways (4], Norexpressor of PR 1
(NPRI) gene of Arabidopsis thaliana s an important
regulatory eomponent of systemic acquired resistance
(SAR) [5-7]. SAR 15 a plant immune response that b
triggered after local infection with pathogens [B-10].
The omset of SAR requires the accumulation of salicylic
acid (SA) and the coordinated expression of pathogen-
esis-related (PR) genes [7], Besides SA-mediated SAR,
other pathways are involved in plant defence systems,
mamely ISR (induced systemic resistance) and jasmonic
acid (JA)-mediated pathways. The SAR and ISR path-
ways are independent but have an overlapping require-
ment for NPR1 [11]. When SA and JA are applied
L-ug!l:hr:r tor leaves, the presence of SA inhibits JA iynl'h-
esis and signalling, This inhibition i alleviated in the
nprl mutant indicating that NPR1 is pant of the cross-
talk control between signalling pathways [12], WPRL is &
positive regulator of the plant defence response and its
mechanism of acten ts well chamcterized,

The NPR1 protein localizes both to the cytoplasm and
the nucleus [13]. Upon pathogen attack, accumulation
of SA causes a decrease in cellular reduction potential,
leading to the converston of NPRL from inactve oligo-
mers inte active monomers that enter the nucleus and
interact differentially with TGA proteins which are
basic-region léucine zipper (bZIP) transcription Gotors
This interacton stimulates the DMNA bmdmg activity of
TGA factors In SA-responsive elements in the promoter
of pathogencsis-related genes [8,14,15], The Arabidopsis
thaliana genome containg six NPRI-related genes [16]
{called ANPRI to A(NPRE), whose deduced proteins all
share the Broad Complex, Tramtrack and Bric a brac/
Pox virus and Zinc finger (BTB/POZ) domain and the
Ankyrin Repeat Domain (ARD). According to Mou et
al. (2003) [15], AENPRY and NPR1-lke proteins from
four plant species contain ten conserved cysteines. Cys
82 and Cys 216 are essential for keeping NPRI in the
eytoplasm [15], NPRI genes have been found in gen-
omes of various species such as rice [17,18], Indian
mustard [19], apple [20] and cotton [21]. Overexpres-
ston of AINPRT in Arabidopsis thaliana, rice, tomato
and whesat enhances fungal and bacterial resistance
[17,20,22-27] through elevated expression of PR genes
[22,25]

In plants, molecular diversity was first studied based
on the existence of mutational events. Detection of sin-
gle nucleotide polymorphisms (SMPs) allows the amalyss
of sequence differences between alleles. Nucleotide
diversity reflects the combined history of selection,
migration, recombination and mating systems exper-
enced by species, Wudeotide diversity & one source of
phenotypte vadation [28], SNPs have been characterized
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in erop plant genomes such as matze, sugarbeet, barley,
soybean, wheat, rice and grapevine [29]. As the pgrape-
vine is propagated vegetatively, its genome has a higher
probability to sceumulate large deletions, insertions,
inversions or other events which may differentiate the
twr pairs of chromosomes,

In the present al'.udy. a PCR-based strategy with pri-
mers designed on exons was used o successfully amplify
NPRI exons. A phylogenetic tree was used to analyse
the relationship of NPR1 proteins from Arabidopsis
thaltina and homologs from various plant species. Ana-
lysis of sequence mutations was done to study the poly-
morphism of NPRI in Biteen accessions of the Vitaceas
Eamily. To cxamine the evolutionary pressures acting on
the NPRI.1 and NPRLZ, the mtio of nonsynonymous
(replacement) to synonymous (silent substitution)
nucleotides was determined.

Results and discussion
Putative homologs of AtNPR T in grapevine: VeNPRT.T and
VeNPR 1.2
We named VeNPRI! and VeNPRILZ two putative
homaologs of the AINPRI gene from the grapevine gen-
ome sequences published by the French-Ttalian Public
Consortium for Grapevine Genome (line 40024) and by
the Istituto Agrario DE San Michele All'Adige (Vits vini-
Jera Pinot noir ENTAV 115), Line 40024 [30] is highly
homozygous and Pinot noir ENTAV 115 [31] is hetero-
rygous. No addittonal member of the NPRI gent Emﬂy
was found in NCBI and ESTAP databases after blast
and key words research, The intron-exon structure in
NPRI.I and NPEL2 from the Vitaceas accessions was
the same as in AtNPRI: four exons and three introns,
except for Ampelopeic japonrica where intron 3 is miss-
ing The complete ¢cDNA & 1,755 bp for VeNPRI ! and
1,764 bp for VeNPRLZ, The deduced protetns have 584
and 587 amino acids, respectively and they share struc-
tural features with known NPRI1 proteings which are
highly conserved across muny species ankynin repeats in
the middle of the protein (ARD), the N-terminal BTB/
POZ domains, the C-lerminal nuclear localization sigma-
ture (WLS) [32] and nine among ten conserved cysteines
described by Mou ef all (2003) [15] (Figure 1). This sug-
gests that VvNPEL may interact with other proteins, as
previously described in Arabtdospets thaliana [1333-36].
The amino acids 61-184 of VWNPRL1 and 64-190 of
VvINPRL.2 show similarity to the BTB/POZ motif. The
amino acids 250-318 and 322-351 of VVWPRL1 and
amino acids 296-326 and 330-359 of VWNPRL.2 reveal
respectively three and two highly conserved ankyrin
cepeats (Figure 1), The deduced amino acid sequences
of VvNPRL1 and VvNPR1:2 show 43% identity.
VvNPRL1 and VWNPR12, respectively, show 52% and
37% identity with AtNPRL Three phylogenic groups
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have been described in the AtNPRI protein family by
Hepworth e al. (2005) [37] (Figure 2). These authors
stated that branching pattermn suggests that members in
each group may have similar functions, VwNPRL.1 I
close to AtNPRI and AtNPRZ in the first group.
VVINEPRL 2 is with AtNPR3 and AMNPR4 in the second
group. AtNPRS and AtNPR6 present high humulum-'
with Blade-on-petiole 1 and 2 of A thaltana (BOP1 and
BOP2) which involved in some aspects of morphogen-
esis and leaf/fower development [37]. A putative Blade-
on-peiiole gene which we named Vitis vinifera BOP
(VeBOP) was identified in the Genoscope database.
VvBOP is closely related te AtNPRS and AtNPRGS and
can be involved in morphogenesis and leaff fower devel-
opment, like AtNPRS and AMNPRG6 (Figure 2)
[616,10,20,23,30,38-40).

Purifying selection for Vitoceae NPRI.T and Vitoceae
NPR1.Z

Sequence data for fifteen accessions belonging to the
Vitaceae family (Figure 3) were obtained from NPRI
fragments amplifed using PCR primers. [dentification of
polymorphic sites was based on two alleles sequenced.
Figures 4 and 5 show the distibution of SNPy along the
four exons of NPRLI and NPRL2 respectively, in Ampe-
lopsts faponica, Muscadinia rotundifolia, Partherocissus
.grr.u'm;m_fuiia amd five Amedcan Vit species and in six
V. vin!';"érn cultivars (Gouais blane, Muscat reine des vig-
mirs, Cabernet Sauvignon, Riesling, Pinot noir, Gewure-
traminer). The S8Ps are not evenly distributed, NPRI I
exon 3 and the four NPRLZ exons have a low SNP mte
(4% to 54% SNPs per exon), in comparison with
NPRII exons 1, 2 and 4 (7.2% Lo 8.4% SNPs per exon).
Globally, NFRIL I is more polymorphic than NPRILZ In
the six V. viniferns cultivars, SNP rate is lower than 2.5%
(0.1% in VeNPRI 1 exon 2 to 2.5% in VWNPRIL 2 exon 3)
and 42% in ViNPRIL 2 exon 4. In the six V. vinifera

:} Cirraap 1

I} i |

Flgure 2 Comparison of VWWNPRL.1, YWwNPRL.2 and putative
Bladeon-petiole (VvBOP] with NPR proteins from Arobldopsis
thalizna and other plant spedes. Deduced seqosnces of

WV NPRT] and WNPR1D wene compared © ssquences of profsns
anratated a5 belng Romobogs of ATNPRT fom diffesat plant
spevias. Arcession numbers wsed in the Fignments 3= lsted in
tapie 1. Al sequences anmotated a3 MPRT or diossly related 10
VWNPRT genes after Dlast were recovensd in the WOE datshase The
rumbers heside the branches repmsent hoostrap vahess hased on
5,000 mpicaes The scale at the 1op indcates genstic datancs
nEmporEona! 1o the numiber of substnutions per sia
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cultivars, SNP rate in introns (about 2%, data not
shown) was not 5tgniﬁtanﬂ:,' different from SNP rate in
exons [41],

NPRT.T

Polymorphisms in exon 1 and exon 4 of NPRI.J were
identified by silent substtutions at positions 23, 31, 515
and a missense substitution at positon 576, A threonine
codon present in all the other accessions changed in an
asparagine codon in line 40024, Missense substitutions
in the BTB/POZ domain cause protein modifications
(Figure 1). It is likely that substitutions have imporiant
consequences for the function of the BTB/POZ domain
and perhaps its regulation, In fact, the BTB/POZ
domain is an evolutionarily conserved protein-protein
interaction motif [42], A mutatton in this reglon resolts
in the loss of NPRL function and affects protein-protein
interaction [6,7]. A heterozygous zone, observed in
Ampelopsts japonica, Muscadinia mﬂum’:_',l"ufr'a. Partherno-
cissts guinguefolia, V. anerea, Vo aestivalis, ¥ rupestriz,
Vo arizonica and V. wimifens Cabermet Sauvignon, at the
beginning of NPRI I exon 3, shows & nucleotide subst-
tution tn a glycine codon (GGA) which introduces a
premature stop codon (TGA) in the central part of the
protein. These results suggest that one of the two
NPRLI alleles generates 2 truncated protein (427 aa)
derived from translation of only exon 1 and 2. As a

result, the truncated protein does not retain one of the
conserved cysteines, but contains all of the protein-pro-
tein interaction domains. The truncated protein
VvNPRL 1 should be Rinctional because it possesses the
interaction domain and nine of ten conserved cysteines.
The missing cysteine is not essential for the nuclear
localization [15]. Monsense substitutions that generite 2
prematire translational termination signal should reduce
the steady-state accumulation of the corresponding
mRNA [43]. No readthrough mechanism have been
described until now in plants and nonsense substitutions
are not enough to stop the translation since the second
allele can be entirely expressed. Alleles rendered non-
functional due to mutons causing frame shifis and/or
prematun stop codons were observed for five defence
response loci (EDS5, ESP, ETR1, EDS1 and PAD4) in
A thaligna [44). There & no evidence for non-func-
tional AtNPRI alleles but it could be different for
VeNPRI.I, The ankyrin repeat domain of ADNPR1 are
necessary and sufficient for the interaction with mem-
bers of the TGA family of transeription Gotors, although
high-affinity interactons also require the N-terminal one
third of NPR1 [13,3536].

NPR1Z

A deletion of 3 amine acids (amino acids 17 to 19) and
a supplementary pattern of 6 amino acids were found in
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exon 4 of Amipelopsis fapornica NPRI.2. This supplemen-
tary pattern is not 3 preserved protein pattern according
to web-based SMART program,

Polymorphisms in exons 2, 3 and 4 of NPRL2 were
dentificd by silent substitutions at positions 298, 446
and 565 and a change at position 195 from a leucine
eodon into a valine in Ampelopsis japorica and Parthe-
ol ssts el frgreefol i,

According to Bakker o al (2008) [44], there are three
distinguished evolutionary scenaros for selection) (1)
long-term balancing selection, where a gene may have
highly diversed alleles at intermediate frequencies and a
high level of silent polymorphism, (2) positive selection
of a favorable allele, which can genemte a locus with

few, relatively young alleles with extended haplotypes
and (3) purifying selection or [unctional constraint,
which leads to low levels of nonsynonymous poly-
morphism and a commensurately low rate of divergence
between species,

From our results, the ratio of nonsynonymous o
synonymous nucleotide substitutions (Ka/Ks) relating
influence of selecton is smaller than 1 in both genes
(84 in NPRL T and 044 in NPRI2). These results sug-
gest a purifying selection against substitutions that
would result in aming acid replacements. In NPRIZ, the
ratio is also lower than 1 for the four exons taken inde-
pendently (0.34 to 068), The comparison of selected
clones rom BReen accessions belonging to the Vitaceae
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Emily revealed a high homology for the two genes, The
polymorphism data in NPRI T and NPRI.Z2 indicate puri-
fying selection and sequence conservation, Generally,
the defence response genes tend to maintain lower
levels of diversity. The majority of defence response
penes appear to be experiencing purifying selection [£4].
In peneral, defence response genes do not appear to be
under balancing selection but strong evidence of balan-
cing selecton was detected at AtNPRI [44,45]. Our
results show that NPRI T and NPRI.2 are highly con-
served under strong purifying selection and do not vary
much from accession to accession, indicating that muta-
tions probably have deleterious consequences, Purifying

selection results in the reduction of genetic vanation
through the elimination of maladjusted alleles and con-
siequently of the mutations that caused the L ju st-
ment, These contradictory results may be related to the
fact that A. thaliana multiplies by sexual reproduction
while grapeving by vegetative propagation.

Functional hypothesis: two types of regulations by NPEI-
like gemes?

The complete sequence of putative homologs of the
AtNPRI gene family is known in various species (Table
1), According to the phylogenetic tree (Figure 2), three
groups of NPR genes can be distinguished. VvINPRLI b4
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in the same group as NPR1 from sugar beet, tobacco,
sweet pepper and tomato as also AINPR1 and AUNPR2
from Arcbidopsis and rce OsiNPR1L/MNHL From the ten
eysteines described a5 conserved in AtNPRL and NPR1-
like proteins, {ml}' Ili.B,J.'It are conserved in all the Vitaceas
accessions we have analyzed, but the two cysteines
essential for ollgomer formation are prisent [15] (Figure
6. Sequence similarities, conservation of functionzl sites
and cysteines suggest that VwNPEL1 could have func-
tions similar to that of AINPRI as & positive regulator
of SAR. Nevertheless, functions of a mited number of
WPR1 homologs have been studled. The expression of
BiNPRI, MNPR1A and MNPRIE is induced by SA or
MelA treatment BiNPR1-GEP fusion protein is localized
te the nuclews following SA trestment. MNPRIA and
MNPRIE increase PR gene expression [38], Owverexpres-
ston of BrNPRI from canola and OsiNPRIAHI in dee
complement the spr! mutations and enhance resisance
[23.46,47]. The NPRI proteins in the first group could
be activated during potential redox modifications
induced by SA or various pathogenic conditions and
show a similar regulation across different species.

VvNPRL2 is grouped with NtNML1 and LeNML1 as
also AtNPR3 and AtNPRY which have been described as
negative regulators of SAR (Figure 2) [34]. Only five of
the ten cysteine residues are conserved in the proteins
from the group 2. Cysteine 216 which is essential for
oligomerization in AINPRI is absent from all the NPRI
in group 2, The absence ﬂfcy:.tei.ne residue 216 (Figure
7) sugpests that VWNPRL2 should be differently regu-
lated, as observed for AtNPRI and A{NPR4. AtNPR3
and AUNPR4 perform overdapping functions and that
loss of the function in aprd aprd double musnt leads to
much higher PR-1 expression and enhanced resistance
[34]. It is plausible that AINPR3 and AtNPR4 negatively
regulate PR-1 expression and pathogen resistance [34].
Inacthvating both AtWPR3 and AtNPR4 leads to activa-
tion of TGA and expression of PR genes [34]. AfNPR3
and AtNPR4 would be negative regulators of plant
defence responses [34]. A contrdiclony result has been
reported with MpNPRI-1 which is induced by the SAR
and its overexpression increases the resistance of apple
to pathogens, suggesting that MpWNPR1 may acl as a
positive regulator despite the absence of cysteine 216
[20]. Therefore, phylopenetic analysis is not sufficient to
predict a positive or negative control of defence
responses for VeNPRIZ,

Conclusions

Homologs of the Aﬂhiﬂupﬁhj NPRI peoe have now been
solated from numerous other plant species, Dur study
with Genoscope annotations provides the existence of a
possible NPRI gene family in Vitaceas. VeNPRII and
VelNPRILZ2 genes have four exons and three introns. The
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Flgure 6 Multiple alignment [dustal W} of VeNPRI.T with

AMNPR T, AtNPRZ and other NPRT homologs Vermcal recmnges

and stars represent consened oyEEne rasiduss. The BTEMUS

dormnain & underined Daghes indicate gaps intooduced 1o madmize
aligriments

deduced amino actd sequences show 52% and 37% iden-
tity to ANPRL, and all three Ranctional domains identi-
fied in A thalfana NPR] are conserved in the Vitacese
NPR], The polymorphism on these two genes is in favour
of purifying selection. Two Vitis vindfera WPR1-like pro-
teing are separated in two of the three groups described
by Hepworth et al [2005) [37]. We have shown that the
VvWPRL. is related to a first WPR1 group of positive
regulators of SAR and VvNFR L2 is related to a second
WPR1 group whose principal members would be negative
regulators of SAR, ANPRS and AtNPR4,

Methods

Plant material and DNA extraction

Ampelopsis japorica, Muscadinia rofundifolia ov. Carlos,
Parthenocissue guinguefolia, live American Vit species
{arizonica, fabmsca lsabelle; mipestris du Lot, gestivalis
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Table 1 Proteins from the NPR1 family in different plants species
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Taxon GenBank Accession Mumbers Feferences

D¥ooTs

Argbidopsls thalang (SINFRT) AT Caoefal, 1997 §l

Arghidopsis thallana NPRZ [ATNPIE) HM_11815 L aral; 2006 [16]

Argbidogsis thalanag W3 (ATRPRE) MM 1aae

Arahidorsls thalana NFRJ JATNPRY) NN 11H8S

Argbldopsic thaliang NFRS JAINPRS) M 129000

Argbadopsls thaliang NFRE (ATRPRT) WA_175572

Bet wiihgaris (BehPAT] Analizn Meuretal, 2006 19

Srerssted Junced (BNPRT AfRa/ 158

Bresdeg neppus SoNRRT) AFLIN MG

Copsboum o CaNPRT) ARCAHIA

Hallanthus G NI T-tike nrarels T (HaNALT) Al

Hordesint wlgare (HWNFRT) BSOS S

Lyraparsnon escukentiam {LaNPRT) AYEa037E

Lyroparsran esouentum NEAT-Ike pressin T daNiALT) Aveairg

Lyropersinan escalentum N Tk progin 2 1ahNMLY AYHA0EA

Mol 2 gdomesticg cultiver SADNART) EEM123 Malinoy ar al, 2007 23

Mus gourningss (MMNPRTA) DO asaa Endah ak-al, 2008 [H]

Musz aruminats {MNPR 15 Brany Fwwcuer eral, 3000 [34]

Niotlana iebaaim (NINFR T DEEI e ko af ol 20 [309

Ninotiang rabaam N I-Ike poreln T (NNLT) AYHalE) Laon ef al, 2007 1306
lafar ef al, 2007 [33

Poypudls richocapa (PrFERIT) DOMAI 24

Wl winlfeey NFRLT (WWNPR T I Calehiid

Wiz wnifasy NPRT AANPR I CANGIOR

ks winifier BOP N800 (@ Tar i)

MONOCOTs

Onea syt indleg [ONPRTMNHT )
Onra saive ok (O5NFRT)
Onea st moonkar (OgHE
Onag st laponkes (OsINFRT
Oner sathar fmpanka? (OsINFRY]
Onea sarvd oo {05INERS]
Zea meays {ZmNART)

Chiarn ef-al, XG5 23]
Cryanagl er g, 2006 [40]

and cinerea), six Vitls vinifera cultivars (Gouais blane,
Muscat reine des vignes, Cabernet Sauvignon done 169,
Riesling clone 49, Pinot noir clone 162, Gewurztreminer
clone 45) and V) windera nbred line 40024 [48] [derived
from Pinot noir, and bred close to full homozygosity
{estimated at about 93%) by successive selfings [30]
were used. The reference sequence used for SNP analy-
sis was from line 40024 [48]. Classification of the var-
bous accessions used in this stody is schematized in
figure 3,

40024 genomic DINA was extracted using DMNeasy"
Plant Mini Kil (Qiagen, Courtaboeuf, France) following
the manufacturer's recommendations and the other
DNAs were a generous gift from Dr F, Pelsy (INRA,

Colmar, France),

Amplification of DNA

PCR primers to amplify exons using the published gen-
ome sequence hitp://www.cns. frfexterne/English/corp-
s anglais. html1[30] were designed (Table 2), Genomie
DA was amplified by PCR using the following condi-
tions: 10 ng of DMA template, 1 x PCR Buffer (Invitro-
gen), 1.5 mM MpCl,y, 200 pM each dNTP {Invitrogen),
02 pM each primer, 1.25 Unit Platinum® Tag DNA Poly-
merase (Invitrogen) and milli-CF water toz final volume
of 25 pl. PCR reactions were pedormed using a 5 min
inttial dena turation /activation step, followed by 35 or 40
cycles at ®°C for 45 5, Tm for 1 min, and 72°C for | min
per Kb, with a final extension step of 10 min at 72°C,
PCR products were assessed by electrophorests in 1.5%
APADSE EEJJ and visualized bf ethid ium bromide staining
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R e

Flgure 7 Multiple alignment (Clustal W} of VeNPRT.Z with
AtMPR T, AtNPRI, AtNPR4 and other NERT homologs Verica
rectanges and stars represent conserved oysisne residues The STRS
PO domain d underined. Dashes indicate gaps moduced 1o

MImTe: Fgnnmenic

Cloning gene-specific PCR fragments

When polymorphism appeared after the first sequencing
teaction, the PCR products were lgated into the pCR21
vector IfCIr{gi.nal TA C'luni.ng Kit, Invitrogen) according
to the manufacturer’'s instructions. Ligation mixtures
were incubated overnight at 14°C to obtain the maxi-
mum number of transformants, Ligation products were
transformed into competent £ oolf bacteria cells (IngF')
using a 90 second heat-shock at 42°C, The bacterial
cells were spread onto LB agar plates containing ampi-
cillin (100 pg/ml) (Sigma) and X-Gal (40 pgiml)
{ Euromedex).

Plasmid minipreps were performed by the alkaline
Iysis method [49], The PCR fragments in the vectors
were sequenced by Genoscreen (Lille, France) using
M13 and M13 rev primers.
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Polymorphism detection methods

A PCR-based strategy with primers designed on exons
amplifying successfully NPRI gene fragments was used,
The sequencing reaction can produce one (homozygote)
or two (heterozygote) peaks depending on the genotype
for each nucleotide, DNA sequences and the complete
protein sequences of members of the NPRI gene Bamily
were aligned using Vector NT1 and Bioedit software.
Phylogenetic trees were produced using the Clustal™Ww
web site hitp://zligngenome.jp/ and the Phylo_win pro-
gram using the neighbour-joining method [50]. The
NPRI sequences (Table 1) from other species, available
in the MCBI GenBank http://www.nchinlm.ath.gov/,
were included in the sequence analysis for comparison,
The Web-based SMART program was used to predict
the BTE/POZ domains and to confirm the localization
of ankyrin repeats for each protein, Percentage of SNP
corresponds to the ratio of number of modified nuclen-
tides to total number of nuclentides for cach exon, To
examine the evolutionary pressures acting on the
NPR1.| and NPRI.2 peoes, the mtio of nonsynonymous
(replacement ) substitutions to synonymous (silent)
muclestide substitutions was determined [51-53]. Gener-
ally, values larger than 1 indicate sequence diversifica-
tion. Instead, values smaller than or Equal to 1 are
indicative, respectively, of sequence conservation or mn-
dom mutagenesis,

Additional bioinformatics databases

The ESTAP software from Expressed Sequence Tag
(EST) projects hitp: stwflvbiviedu/estap/ was also used
to tdentily NPRI sequences. Phylogenetic trees were
produced using the Clustal W Web site hettp:ffwww bl
ac.uk/ Tools/clustalw findex html, Predicted amino acid
sequences were generated using the DNA sequence
translate tools EXPASY hitp://www.expasy.ch/tools /dna,
html

Reviewers' reports

Reviewer 1: Fyodor Kondrashov, Centre for Genomic
Regulation, Barcelona, Spain

This manuscript suffers from conceptual flaws that ren-
ders it incomprehensible and misleading: the difference
between mutations; polymorphisms and substitutions is
obscured to 3 degree that 1 believe in the current form
makes the analysis almost meaningless,

The asthors determine the sequence of a duplicated
drthologs of a NPRI gene found i A Bdopsis in several
different spectes and strains of the Vitaceae family, The
differences between the obtained sequences the authors
interchangeably call “polymorphisms”, “substitutions”,
“modifications” and “mutations”. | ean only assume that
the authors have ﬁequun-md several individuals from each
species or strain, since the title refers to pol ymorp his ms.
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Table 2 Sequence of primer derived from line 40024 (Genoscope Vitis Genome Browser) to amplify the exons of

VWNPRI.T and VwANPAT.Z

Geng Forward primers [5-=3) Feverse primers {5'-=3 Amplified size bp)
WRPRLY ATEEACTACACAGITGITC CTCATAAAMSEITCATT ANT 51
ACACGCCTEATOEACATTE CTCTATTTICCTTRASGTACAAC AL a1
TIECACTAGC AAAATTTCTATICE CAGTTTIGGAT ACTGCTC TTAGEC X
ToEACC TRAGGAS ACGITTTT TTACTTCTTICC AAGACAGTCTA 22
WP ATEGICAATTC A TCAST CTCAARAAGTEACA CAGTTOTONTA 514
CEECETCTTADCAACT CTCTATT T CAGET A A 154
TRGCAT TR AGEATTATTCTTOE CTGTTTTCACAAGCGCATTCATOC TIGA AL 158
TOOAGATERGTOCAC GC TCATAATITICTAGCCTTIGTGAS 3

However, | did not find 2 statement of how many indivi-
duals were sequenced for each species fstrain, or whether
or not substituttons where included in the amalysis, The
authors state that “The NPRI sequences (Table 1) from
other species, [.], were included in the sequence analysis
for comparison” What kind of comparison? s the data
redlly 2 mix of polymorphisms and substitutions? Such
constant confusion between mutstionzl, polymorphism
and marco-evolutionary levels provides a huge barrier to
comprehension of the results.

Another example; that authors claim that *[Ka/Ks]
values smaller than or equal to 1 sre indicative, respee-
tively, of sequence conservation or random mutagen-
esis.” Actually, Ka/Ks of any value can be achieved by
random mutagenesis! Un!'urtunatelj'. there are other,
equally frustrating, examples, Before the authors can
make a clear distinction between mutations (inslanta-
neows products of mutagenesis), polymorphisms (segre-
gating alleles in a population) and substitutions
isequence diferences between homelogs in different
specics or strains) and make it cléar to the reader what
kind of data they are using the mamuseript will remain
fatally Hawed,

In addition, once the authors can distinguish between
these three concepts the data analysis can be expanded
Lo include 2 combination of phylogenetic and populstion
genetic analyses, hrnadunjng the overall ab'rl':bl,' of the
authors to infer the kinds of selection acting in these
e s,

A minor issue that arises from the same misconcep-
tion. The authors spend some time discussing the possi-
ble functional tmplications of different nonsynony mous
and pomsense “mutations”. All of these fmcticnal impli-
eations are a mute point if these are deleterious segre-
gating polymorphisms, The functional implications are
justified i the authors mean substiutions.

Author's response:; The manuscript was improved in
response to these observations in particular to make it
mone comprefensible,

Pages 11 and 12, words “mutations” and “polymorph-
fsm " were weal by Bakker et al (20081

In the last paragraph before "Functional fiypothesis
[-1% the termn “macetatiorns™ was wsed because it {5 a gen-
enal comclision.

We have sequenced a pool of three tndividials for each
species. Each PCR products was sequenced once. When
polymorphism appeared after the first seguencing reac-
tion, the PCR products were ligated nfo o vector and
sequenced 5ix Limes fo pemerate the two polymorphic
alleles, separately. We estimated that this pool & suffi-
clent to represent the whole specles studied because
grapevine i multiplicated by vegetative propagation
Moreover, our réference 20024 line was also sequenced
according to the same procedure, compared to the
seguence avatlable on the Genoscope database and no
difference was observed. f an allele was identical to our
referenice but the other ome was different, we took
aceowt to the polymorphic allele to constder a wmaxi-
matern diversity.

The sentence “The NPRI sequences (Table 1) from
oiher spedes [..], were included in the sequence analysis
Sor comparison.” refers to Figure 2. The atm of this study
was o place our two genes in a set of gene described as
NPRL. We used the raw sequence of 40024 line avadable
on the Genoscope database to make our comparison
withont fntroducting polymorphises or substi tulions,

We have reduced the funational hypotiests part.

Second review of Bergeault et al. “Low level of poly-
morphism in two putative orthologs of NPRL genes in
the Viraceae Rmily”,

While significantly improved from the last verston, |
still think that the manuscript suffers from conceptual
inconsistencies, Also, now that the results ave clearer to
me [ do not find them interesting or revealing

The content; The authors show that two paralogs that
have a 43% identity are under negative selection by
comparing the density of nonsynonymous and nonsy-
nonymoeus polymorphisms. This is bardly surpnsing and
L am not sure why the authors think that such a result
should be puJ:lLlshEd. Any I‘hmr}' of gene duplications
will confirm that nothing but negative selection is
expiected for such distant paralogs.
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The approach: Cn the other hand, the authors have
the right approach to study the functional impact of the
functional impact of the origin of gene duplication,
which Iy one of the least understood part of gene dupli-
catton evolution, If the pamlugi were 99% identical than
the results would have shown that the odgin of 2 new
function ocourred qu'u:l-'.l}'. ar that the géne dup].i:r:atl.un
itself was adaptive. Many studies of such sort should be
undertzken, but this analysis does not mean very much
with distant paralogs.

The language: Another unfortunate aspect of this
manuscript 18 that it is littered with terminological
inconsistencies. For example the authors say "To exam-
ine the evolutionary pressures acting on the NPRLI and
NPR .2, the ratio of nonsynonymous (replacement) to
synonymous (silent substitution) nucleotides was deter-
mined.” Clearly, the word “nucleotides” should be either
“substitutions” or “polymorphisms”. Another such mis-
conception is the claim that Kn/Ks < 1 can stgnify a
recent selective sweep, [ disagree: the only other thing it
can signify besides negative selection is different muta-
tion rates of synonymous and nonsynoymous sites. Even
more unfotunately, i that the authors really mean Pnf
Fs (for polymormphisms, not substitutions) throughout
the manuscript and use “substitutions” {which are fixed
differences) instead of “polymorphisms” (which are still
segregating in the population). Alse, instead of using
“accessions” some other term, for example “strain”
should be wsed: one cannot extract DNA from an
accesshon,

Author's response: The maniscript was (mproved in
response fo these observations in particular to “recent
selective sweep” where we are agreany with Dr Kondra-
shov. This senfence was sigpressed.

The “accession” {5 freguently used in wine-growing
Thiz tern indicates a grape varety, a variety ora clone,

Reviewer 2: Purificacion Lopez-Garcia, Université Paris-
Sud, Paris, France

Review of the article “Low level of polymorphism in two
putative orthologs of WPR1 genes in the Vitscese family
b}' Bergeault et al., submitted to Biology Direct. Ber-
geault et al, dentify two homologues of Arabidopsis
NPRI penes, known to be involved in geneml systemic
resistance against pathopens or herbivores, in the gen-
ome of the grapevine Vitds virifera. They subsequently

design specific primers and amplify the corresponding

genes from vadous grapevine cultivars, The analysts of
those genes show a low level of polymorphism and,
based on a ratdo of SYnOnymOows VErsws non-5y nonymios
substitutions lower than 1, the authors conclude that
these genes are under purdfying selection Overall, the
work is clear and appears well conducted. However, 1

Page 17 of 13

think that the structure and writing of the manuscript
may be improved. A few suggestions follow,

In particular, there are many figures, some of which
could be eiminated without loss of essential informa-
tion, This ts the case of figure & showing the siop codon
region in WPRL1. As an additional suggestion, figure 1
and 4 could be mtrged together in a composite Egj.lre
showing as an inset the NPRL1 BTB/POZ domain
region with the polymorphisms identified. 1 also believe
that figure 8, showing the different cultivars analyzed,
should appear as figure 1 at the beginning of the results
section, since these are the culthars subsequent work is
about. Otherwise, placing it at the end of the manu-
serpt with enly a brief mention in the Methods section
would make it dispensable,

The long discussion sbout the potential functions of
WPR1 genes in V. vinifera ls rather speculative in the
ghsence of actual functional data and could be signifi-
cantly shortened.

Bergeault et al observed that “in six V. vingfera culti-
vars SNF mte to introns was not significantly different
to exons”, Why? Could this suggest that the low SNP
observed s not (at least totally) due to purfying selec-
tion but to other kind of constraint 2eting on that parti-
cular genomic region?

Minor comme nts:

- First paragraph of Background. Some references
should be added. Readers may be not familiar with W
r:'.rtgl"m and their generzl genomic chamctenstcs

- Page 12, last line before “Functional hypothests..”
Sexual instead of sexuel,

- Page 15, “high homology values”. This expression s
incorrect, Homology is an all-or-nothing quality, Either
two genes are humulnguus {derive from a common
ancestor) or they are not. “High similarity or identity
values” would be more appropriate,

Author's response: The manuscript was improved in
resporise fo these very wefid comments. In answer fo the
guestion concerning the SNP rate fo tntrowns, i 15 not sig-
niftcantly different to exons and this for the 3 introns
which compose each gene. We suppose indeed that it is
due to purifying selecion since it (5 oferved tn 3 intromns
i six V. vinifera.

For the incorrect expression in the minor comments,
titts senfernce was suppressed,

Reviewer 3: George V. Shpakowvski Shemyakin-
Owchinnikow Institute of Bicorganic Chemistry, Russian
Academy of Sciences, Moscow, Russia

This s my second review of this manuscript (my previous
comments were addressed by the authors in their new
mamiscript submission). The authors report the results of
an experimental (PCR-based) and computational study of
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NPR! [Monexpressor of Pathopenesis Related 1}-like genes!
polymorphism in different species of the Vitaceae family,
Grapevine is subjected Lo numerous stresses (both emdro-
mental and pathogeneous), and new knowledge on its
defence mechanisms (NPRI gene is one of the main com-
ponent of systemic acquired resistance [SAR] in plants)
certainly will be beneficial both for sclentific community
and for human soclety in general, The main finding of the
manuscrpt s the fact that Bmily of NPR genes in Viils
virfera and probably in sl other plants consists of at least
3 separate branches. These 3 subfamilies of NPR genes in
plants exemplified in Arabidopsis thaliana by AtNPRI,
AtNPR3 and AINPRS (BOP) genes, respectively. Analysis of
nucleotide polymorphisms in two NPRI-like genes from
fifteen accessions belonging to the Vitaceas Bamily indicate
that the genes are under purifying selection, but the
ANPRI ortholog (VeNRPLI) ks more polymorphic, A ten-
Lative hypotheis of authors about two types (positive and
negative) of regulation by different sublamilies of NPRI-
genes although s interssting, but certainly needs some
further experimentsl support. The revised version of the
manuscripl takes the suggestons that [ previously made
into account. The changes in the revised manuscript and
the: mew title help to clarify the aim of the manuseript con-
siderably, In my opinion, it would be better to re-name
Vitts genes descrdbed by the authors on VeNRPY, VeNRPS
and VeNRPS instead of ViNRPL I, VWNRPL2 and VWBOP
at it is fr thee text. The manuseript might need some addi-
tonal editng and proofreading.

Author's response: We are grateful to Dr Shpakovski
Jfor ks commients and notice very fudiclons. Indeed, the
hypothesis about their functions i essenttally based on a
work on literature. But, we think that it was interesting
to discuss the fwo types of SAR regulation. Moreover, we
indicate in the manuscript “Therefore, plovlogenetic ana-
lysis fs not suffictent to predict a postiive or negative con-
trol of dgfence responses for VWNPR12"

With regard fo re-name Vitls genes, another classifica-
tion would make confusion. For example, where are
VVINPR2 and VVINPR4? Moreover, we have at present no
data concerning VyNPRL2 which would act as a nega-
tive regulator ﬂ_fﬂ.ﬂ.R and it would be premature (o re-
e i, VWINPRI,
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3. Conclusion

L’analyse de la diversité de séquence des deuxsgeR&®1.1et NPR1.2indique la
possibilité d’'une famille multigéniqgue NPR chez \étaceae NPR1.1letNPR1.2montrent de
fortes similarités de séquence (52% et 37% d’idémvecAtNPR] respectivement), la méme
structure introns/exons et possedent les trois dwmadonctionnels identifiés cheégNPR1
Le polymorphisme de ces deux genes montre qu'id sojets a une sélection purificatrice
c’est-a-dire que la sélection agirait principalemeudr ['élimination des mutations
désavantageuses. La majorité des mutations obsesvéesélectivement neutres.

Cependant, une zone hétérozygote est observéeAdamsiopsis japonigaviuscadinia
rotundifolia, Parthenocissus quinquefolia, V. ciney&a aestivalisV. rupestris V. arizonica
et V. viniferaCabernet Sauvignon. Elle génére un codon stop puéén@l GA) dans la partie
centrale de la protéine NPR1.1. Ces résultats segg@u’'un des deux alléles produit une
protéine tronquée de 427 acides aminés qui résldtda traduction des exons 1 et 2
uniguement. La protéine tronquée présente touddesines d’interaction protéine-protéine
et toutes les cystéines sauf une et doit par coestgétre fonctionnelle. La cystéine
manquante n’est pas essentielle pour la localisatiacléaire de la protéine (Moet al,
2003). Le domaine ARD d’AtNPR1 est nécessaire #isamt pour I'interaction avec les
membres de la famille des facteurs de transcripli@A bien que les interactions de haute
affinité demandent également la partie N-terminkgda protéine (Zhanet al, 1999; Despres
et al, 2000; Zhowet al, 2000).

De plus, le fait que VVNPR1.1 soit regroupé avepratéine AtNPR1 et VVNPR1.2
avec AtNPR3 et AtNPR4 décrits comme étant des afguils négatifs des réponses de
défense (Zhanget al, 2006), suggére que ces deux genes soient peet régulés
difféeremment.

Nous avons donc choisi d’étudier plus précisémestrégions promotrices des génes
NPR identifiés chez la vigne ainsi que la diversitth@éue de leurs introns dans cing

accessions d¥itis vinifera
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Chapitre 111

1. Introduction

Le geneNPR1chezArabidopsisaapparait comme ayant un réle central de régulateu
dans la défense des plantes (€aal, 1994; Dong, 2004).

Afin de mieux comprendre I'implication de ce génansl la réponse au stress, nous
avons initié, tout d’abord, I'étude de la régiommotrice de chaguévNPRpar une approche
in silico a partir des données issues du séquencage du géleola vigne (Génoscope). Puis,

nous avons étudié la diversité de séquences dangiens de cinitis vinifera

2. Résultats
2.1.Recherche d’éléments régulateurs dans les promotesides géenes
VVNPR1.1let VVNPR1.2par une approchein silico

Les motifs conservés impliqués dans la régulatiorprumoteur ont été recherchés en
confrontant les séquences (2000 pb en amont duincstdat ATG) dé/vNPR1.1letVVNPR1.2
issues des données du Génoscope a la banque deeddnACE [Plant cis-acting regulatory
DNA elements, (Higcet al, 1999)] qui répertorie les éléments agissantismétectés chez
des plantes vasculaires (http://www.dna.affrc.gbtgcs/PLACE/).

La plupart des boites régulatrices, leur séquehtamuerdle potentiel sont regroupés en
annexe 1. L'analyse de cette région promotriceleékprésence de plusieurs boites TATA
ainsi que des motifs correspondant a des initiatdarla transcription. Les boites régulatrices
suggerent des régulations déeNPRen réponse (1) a des stress environnementauxeflemi
déshydratation, étiolement et froid), (2) aux ctinds physiologiques de la plante (régulation
négative par les sucres, hormones), (3) aux sbhieggjues ou aux éliciteurs (nombreuses
boites W). La liaison de protéines WRKY sur lesté®iW confére au géne la capacité de
répondre aux pathogenes.

Une boite « ASFIMOTIFCAMYV » (TGACG) est présenteiquement dans le
promoteur du gen®&vNPR1.2 Les motifs TGACG sont trouvés dans les promotalas
géenes qui sont différentiellement exprimés pendantection par un agent pathogene
(Mahalingamet al, 2003) et sont impliqués dans I'activation trai@nnelle de plusieurs
genes suite a une induction par I'acide salicyliguéou l'auxine. De plus, les facteurs TGA
sont capables de reconnaitre et de se lier a |&iéas-1 Cependant, Yet al, (2001) ne
relatent pas la présence de I'élémasitldans le promoteur du geAéNPR1mais la présence

de nombreuses boites W, notamment de motif TTGAC.
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Ces mémes motifs, définissant la famille de factela transcription WRKY (Malecét
al., 2000) sont présents en guantité importante demgriomoteurs des deux genes et sont
relativement proches de &G qui définit lui la famille TGA bZIP (Desprest al, 2000).
Les promoteurs des gengsNPR1.1et VVNPR1.2présentent moins de 10% d’identité entre
eux et avedA\tNPR1

L’analyse informatique des séquences promotricesegpondant aVvNPR1.1 et
VVNPR1.2indique la présence de séquences régulatricedivastaprésentant plusieurs
éléments de réponse aux éliciteurs et aux messsg@vadaires produits lors d’'une infection.
Ces caractéristiqgues suggerent que ces séquensamntdétre fonctionnelles mais il est
cependant nécessaire de rester prudent. La fonatishne pourra étre validée qu'aprés des
analyses plus poussées des promoteurs. En effptes@nce de certains éléments de petite

taille ne peut étre due qu’au fruit du hasard.

2.2. Etude de la diversité génétique des régions introgiles deVvNPR1.1et
VVNPR1.2

Comme nous l'avons vu précédemment, les g&tieR1.1et NPR1.2étudiés dans la
famille desVitaceaemontrent de fortes similarités de séquence #tdPR1et présentent
notamment la méme structure intron/exon, c’est palet que nous avons étudié les régions
introniques de ces deux genes.

Tout d’abord, les deux premiers introns de chagreegle vigne montre de 21 a 30%
d’identité avec les introns AtNPR1alors que le troisiéme intron n’en présente qua 13%.
Dans certains cas, un intron peut contenir un genearle alors de géne « niché » mais ce
n’est pas le cas pour les deux génes etudiédPR1.1et VVNPR1.2

Une recherche d’éléments transposables dans leeségudes geneS¥vNPR1.1et
VVNPR1.2a été effectuée par une approchesilico. Le logiciel de recherche d’éléments
transposables (RepBase: http://www.girinst.org/ogimslex.php) nous a permis de mettre en
evidence la présence de quelques élémeisteegulateurs potentiels. Il s’agit d’éléments
essentiellement non LTR (Long Terminal Repeats)'@&ments & ADN. Il est a noter que
tous les éléments transposables identifiés dasisdaence PN 40024 disponible sur le site du

Génoscope sont présents dans les séquences d&stisnipiferaétudiés.
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Nous avons étudié plus précisément les trois isti@VvNPR1.1et VVNPR1.2pour
cing Vitis vinifera (Gouais blanc, Muscat reine des vignes, Caberaetvi§non, Riesling et
Pinot noir). Les séquences ont été obtenues esantildes fragments amplifiés par PCR.
L’identification des sites polymorphes a été bamdele séquencage des deux alleles. Suite a
ce séquencage, des SNP ont été mis en évideneenael d’'un processus d’alignement et de
vérification visuelle des séquences obtenues. duardi Ill.1 montre la distribution des SNP
pour les trois introns d€vNPR1.1et VVNPR1.2 La diversité nucléotidique est calculée a
'aide du programme DnaSP 5.10 (Rozas et Roza¥))189est comprise entre 0.00067 et
0.011. Les deux genes sont donc soumis a de fpréssions de sélection naturelle et plus
particulierement le gen&/vNPR1.1 Les introns 1 et 3 de&/vNPR1.2 montrent des
polymorphismes d’insertion et de délétion pour aies Vitis vinifera Cependant, ils
n'engendrent pas d’accroissement considérable dalla des introns et les séquences sont
trop petites (maximum 20 pb) pour étre fonctioremliLes insertions et délétions permettent
d’équilibrer la taille globale de lintron. De plusous avons obtenu quelques SNP pour la
lignée « PN 40024 » mais le taux d’homozygotie deardeux génes est supérieur aux 93%

estimeés par Jailloat al, (2007).

3. Conclusion

La recherche d’éléments de régulation dans les gieums des deux genes nous indique
gue les deux promoteurs doivent étre fonctionr@bn gu’ils soient en terme de similarité
relativement éloignés de celui du géieR1d’Arabidopsis

De plus I'analyse des régions introniques montre lgeegenes d¥/itis vinifera sont
soumis a de fortes pressions de sélection, encpbeti VVNPR1.1 Ces résultats viennent
confirmer ceux déja obtenus dans le chapitre lludNpouvons donc en conclure que la
sélection tend a augmenter la fréquence des ali@esables et a diminuer celle des alleles
delétéres. Cette pression de sélection agit égaledasms des zones qui n’ont a priori aucune
fonction. Depuis quelques années maintenant, pltssgcientifiques s’interrogent sur le réle
des introns et ils suggérent que les pressiongldetmn exercées soient liées a des fonctions

biologiques encore inconnues (Majewski et Ott, 2@&ffney et Keightley, 2006).
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Chapitre IV

1. Introduction

La découverte de/vNPR1.1et VVNPR1.2chez la vigne et la possibilit¢ d'une
redondance fonctionnelle entre certains de ces me=mmiwus a conduit a rechercher chez la
vigne, par une stratégie gene-candidat, des hometoges facteurs de transcription TGA
connus pour interagir avec les gen¢BR1 En effet, plusieurs études ont démontré des
interactions physiques entre NPR1 et différents brem de la famille des facteurs de
transcription TGA en utilisant le systeme du dotibride dans la levure ou biém vitro
(Zhanget al, 1999; Despre®t al, 2000; Zhouet al, 2000). La famille des facteurs de
transcription TGA comprend dix membres chfgabidopsis thalianaJakobyet al, 2002)
qui sont répartis en six sous-classes sur la badeuls homologies de séquendesvitro,
I'interaction de NPR1 augmente la liaison des tastefGA aux éléments régulateurs des
promoteurs (Desprest al, 2000; Despreet al, 2003). L'interaction entre AtNPRL1 et les
facteurs de transcription TGA2, 3, 5, 6 et 7 aidantifiée a plusieurs reprises lors des
expériences de double hybride (Zhastgal, 1999; Desprest al, 2000; Zhouet al, 2000;
Kim et Delaney, 2002; Zhanet al, 2003). Dans la plante, NPR1 et I'acide salicyligoat
requis pour I'activation de génes rapporteurs démeinde TGA2 (Fan et Dong, 2002). Des
études de chromatine immunoprécipitation (ChlIP)aténent la liaison de TGA2 et TGA3 au
promoteur dé’R-1ainsi que la présence obligatoire de NPR1 et dé¢J8Ansoret al, 2003).
Pour deux facteurs TGA AirabidospsisTGAZ2 et 5, l'interaction avec NPR1 a été confiemé
in vitro (Zhang et al, 1999; Despreset al, 2000). En utilisant une technique de
complémentation de protéine (PCA) vivo, il a été démontré que NPR1 et TGA2
interagissenin planta(Subramanianet al, 2001; Fan et Dong, 2002). L'interaction entre ces
deux protéines est stimulée par le SA et a étdisgeadans le noyau (Subramaniamal,
2001).

De plus, en utilisant le systeme du double hybtiiaes facteurs de transcription TGA1,
TGA4 n'interagissent pas ou trés faiblement avagR1 (Desprest al, 2000; Zhouet al,
2000; Hepwortlet al, 2005). TGAL n’interagit pas avec NPR1 par dotiyleride ouin vitro
mais il interagit avec NPR1 dans des feuilleArdbidopsisapres traitement avec le SA
(Despreset al, 2003). L'interaction de NPR1 avec TGAL et TGA4 @siquement observée
apres un traitement avec SA alors que les autres it@ragissent avec NPR1 en I'absence
de traitement. Il a été montré que I'interactionNfeR1 avec TGAL et TGA4 est régulée par
le statut redox de deux cystéines conservées alidées dans la région C-terminale de ces
facteurs (Desprest al, 2003).
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At TGAL PDKI QRRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQLETSRLKLI QLEQEL DRARQQGFYVGNG DTNSLGFSETM\- - - - - - PG AA

At TGA2 DQKTL RRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQL ENSRL KL TQL EQEL QRARQQGVFI SG- - TADQAHSTGG: - - - - - - - NGALA
At TGA3 NDKMKRRLAQNREAARKSRL RKKAHVQQL EESRL KL SQL EQEL VRARQQGL CVRNSSDTSYL GPAGNMNF - - - - - SG AA
At TGA4 PDKI QRRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQLETSRLKLI HLEQEL DRARQQGFYVGNGVDTNAL SFSDNVB- - - - - - SG VA
At TGAS DQKTL RRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQL ENSRL KL TQL EQEL QRARQQGVFI SS- - SGCDQAHSTAG - - - - - - - DGAMA
At TGAG DQKTL RRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQL ENSRL KL TQL EQEL QRARQQGVFI SS- - SGCDQAHSTGG: - - - - - - - NGALA
At TGA7 HDKMKRRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQL EESRLKL SQLEQELEKVKQQ: - - - - = - - - - GHLGPSGSI N-- - - - - TG AS
At TGAI0  DPKTLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLESCRI KLTQLEQEI QRARSQGVFFGGSL| GGDQQQGGLPI GPGNI SSEAAV
WTGAL TDKTQRRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQL ETSRLKL TEL EQEL ERARQQGL Y GGSLDTTRVGFSGTI N- - - - - - SG AT
WTGA2 DQKTL RRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQL ESSRVKL TQLEQEL QRARQQG FI SS- - SGCDQAHSMEG: - - - - - - - NGAMVA
WTGA3 YVQTLRRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQL ECSQLKL TQL EQEL QRARQUGVFI ATGFSGDQSHSMGG: - - - - - - - NGALA
WTGAY  VDKVQRRLAQNREAARKSRL RKKAYVQEL ESSRVKL ML EQEL ERARQQGL Yl GGGLDAGHL GFSGAVN- - - - - - SG AA
WTGAS DQKTL RRLAQNREAARKSRL RKKAYVQQL ENSRVKL TQL EQEL QRARQQG FI SS- - SGCDQSHSMEG: - - - - - - - NGALA

At TGAL FEMEYGHWEEQNRQ CELRTVLHGHI NDI EL RSL VENAMKHYFEL FRMKSSAAKADVFFVMSGWART SAERFFLW GG-
At TGA2 FDAEHSRW.EEKNKQWNEL RSALNAHAGDSELRI | VDGVVAHYEEL FRI KSNAAKNDVFHL L SGWAKTPAERCFLW.GG-
At TGA3 FEMEYTHW.EEQNRRVSEI RTALQAHI GDI EL KM_VDSCL NHYANL FRMKADAAKADVFFL MSGMARTSTERFFQW GG-
At TGA4 FEMEYGHWEEQNRQ CELRTVLHGQVSDI EL RSLVENAMVKHYFQLFRMKSAAAKI DVFYVMSGMWAKTSAERFFLW GG
At TGAS FDVEYRRWOEDKNRQWKEL SSAI DSHATDSELRI | VDGVI AHYEEL YRI KGNAAKSDVFHL L SGWAKTPAERCFLW. GG
At TGAG FDAEHSRW.EEKNROWNEL RSALNAHAGDTELRI | VDGVVAHYEEL FRI KSNAAKNDVFHL L SGWAKTPAERCFLW.GG-
At TGA7 FEMEYSHW. QEQSRRVSELRTALQSHI SDI EL KM_VESCLNHYANL FQWKSDAAKADVFYLI SGMWARTSTERFFQW GG-
At TGAL0 FDVEYARW. EEQQRL LNEL RVATQEHL SENEL RMFVDTCLAHYDHL | NLKAMVAKTDVFHLI SGAVKTPAERCFLWMGG
WTGAL FEMEYGHWEEQHRONCEL RNAL QAHVTDI ELRI LVESALNHYYEL FRMKADAAKADVFYL MSGMART SAERFFLW GG
WTGA2 FDVEYARW.EEQNRQ NELRSAVNSHASDAEL RVI VDNI MVAHYDDI FRL KGVAAKADVFHL L SGWKKTPAERCFLW.GG-
WTGA3 FDVDYARW.DEHQRL I NDLRSAVNSHVGDNELRI L VDGVVAHYDEI FRLKSMGAKSDVFHM. SGWAKTPAERCFMAL GG-
WTGA4 FEMEYGHWEEQSSQ CELRTALHAHI SDVELRI LVETAMNHYFNL FRMKANAAKADVFYMVBGWAKT SAERFFLW GG
WTGAS FDVEYARW.EEHNRQ NELRSAVNSHASDTELRTI VDNVTAHFDDI FRLKG AAKADVFHI LSGMAKTPAERCFMNI GG

At TGAL RPSDL LKVL L PHFDVL TDQQL L DVENL KQSBQQAEDAL TQAVEKL QHTLADCVAAGQ - - - - - - - - LGEGSY! PQVNSAM
At TGA2 RSSEL LKL LANQLEPMIERQLMG NNL QQTSQQAEDAL SQGVESL QQUSLADTLSSGTL- - GSS- SSGNVASYMEQVAMAM
At TGA3 RPSEL LNVVMPYVEPL TDQQL L EVRNL QQSSQQAEEAL SQGL DKLQQGLVES! Al Q K- - - - - - - VWESVNHGAPMASAM
At TGA4 RPSEL LKVL L PHFDPL TDQQL L DVENL RQSBQQAEDAL SQGVEKL QHTL AESVAAGK- - - - - - - - - LGEGSY! PQVTCAM

At TGAS RSSELLKLI ASQLEPLTEQQSLDI NNLQQSSQQAEDAL SQGVDNL QQSLADTLSSGTL- - GSS- SSGNVASYMEQVAVAM
At TGAG RSSEL LKLLANQLEPMIERQVME NSLQQTSQQAEDAL SQGVESL QQSLADTL SSGTL- - GSS- SSDNVASYMEQVAVAM

AtTGA7  RPSELLNVWMPYLQPLTDQQ LEVRNLQQSSQQAEDALSQG DKLQGSLAES! VI DA- - - - - - - - VI ESTHYPTHMAAAI
AtTGALO  RPSEI | KVI VNQ EPLTEQQ VG BGLQUSTQEAEEAL SQGELEALNQSLSDS! VSDSLPPASAPL PPHL SNFMSHVBLAL
WTGAL  RPSELLNVLMPHFEPLTDQQLLDVENL RQSSQQAEDAL SQGVDKLQQTLAQS! VTDP- - - - - - - - - VGAGNYRSQVAEAV

WTGA2 RSSELLKLLVNQLEPLTEQQLLG GNLQQSSQQAEDAL SQGVEAL QUSLAETL SSGSL - - GSSGSSGNVANYMEQVAMAM
WTGA3 RSSELLKI LGNQLEPL TDQQLMA BNL QOSSQQAEDAL SQGVEAL QQSLVETLSSNSL - - GPA- GSGNVADYMEQVAI AM
WTGA4 RPSEL LKVLVPQLDPLTDQQ LDVENLRQSBQQAEDAL TQGVEKL QQ LAEAVAAGR - - - - - - - - LGEGSY! PQLATAL
WTGAS RSSEVLKLLVNQLEPLTEQQLMSI YNL QQSSQQAEDAL SQAVEAL QUSLAETL TSGSP- - GPSGSSGNVANYMEQVAMAM

At TGAL DRLEALVSFVNQADHLRHETLQQWRI LTTRQAARGL LALGEYFQRLRAL SSSWATRHREPT
At TGA2 GKLGTLEGFI RQADNLRLQTLQOM RVLTTRQSARALLAI HDYFSRLRAL SSLVLARPRE- -
At TGA3 ENL QAL ESFVNQADHL RQQTLQQVBKI L TTRQAARGLLALGEYFHRLRAL SSLWAARPREHT
At TGA4 ERL EALVSFVNQADHLRHETLQQVHRI L TTRQAARGLLAL GEYFQRLRAL SSSWAARQREPT
At TGAS GKLGTLEGFI RQADNLRLQTYQQWRL L TTRQSARAL LAVHNYTL RLRAL SSLWLARPRE- -
At TGAG GQLGTLEGFI RQADNLRLQTLQQVLRVLTTRQSARALLAI HDYSSRLRAL SSLW.ARPRE- -
At TGA7 ENL QAL EGFVNQADHL RQQTLQQVAKI L TTRQSARG.LALGEYL HRLRAL SSLWAARPQEPT
At TGAI0  NKLSALEGFVLQADNLRHQTI HRLNQLL TTRQEARCLLAVAEYFHRLQAL SSLW.ARPRQDG
WTGAL EKL DAL ESFVNQADHL RQOTLRQVBHL L TTRQAARGL LALGEYFHRLRAL SSLWAARPREPA
WTGA2 GKLGTLEGFI RQADNLRQQTLQQVHRI LTTRQSARALLAI HDYFSRLRAL SSLW.ARPRE- -
WTGA3 GKLATLENFLHQADL LRQQTLQQVHRI LTTRQAARALLVI SDYMSRLRAL SSLW.ARPRD- -
WTGAY EKL EAVVSFVNQADHLRQETLQQUWRI L TVRQAARGLLALGEYFQRLRAL SSLWATRPREPA
WTGAS GKLGTLEGFL RQADNLRQQTLQQVHRI LTTRQSARALLAI NDYFSRLRAL SSLVW.ARPRE- -

Figure IV.1 : Alignement des séquences AtTGA et VVGA

Les lignes pleines et en pointiliées indiqguentdemaines basique et leucine zipper, respectiverhémcadré
vert indique les cystéines a la position 260 potf@Al. L'encadré rouge indique le résidu a la pori266
pour AtTGA1L. Les encadrés gris représentent lesiles conservées en C-terminal. Les traits inditjlen

espaces introduits pour faciliter 'alignement.



— ATTGAZ

AtTGAE Sous-classe Il

AtTGAS

— VvIGAS
— VUTGA2

VuTGA3

n AtTGATO
— ATTGAT

Sous-classe |

AtTGA4
VvI'GA4

VoTGAT

— ATTGAS3

Sous-classe Il

— ATTGAY

Figure 1V.2 : Dendrogramme des facteurs de transcption TGA d’ Arabidopsiset Vitis vinifera
Les membres de la famille TGAA¥abidopsissont divisés en trois groupes basés sur les sitdgade séquence
en acides aminés. Nous retrouvons les TGAVdes vinifera regroupés dans les mémes groupes que ceux

d’Arabidopsis
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Enfin, la mutation simultanée d&@GA2 TGA5 et TGA6 engendre la perte de
'expression dePR-1induite par le SA et une défaillance dans la neiseplace de la SAR
(Zzhanget al, 2003). Ces mutations compromettant la résistalese plantes abolissent les
interactions avec les facteurs TGA dans la levdhaget al, 1999; Desprest al, 2000) ou
dans la plante (Subramaniaghal, 2001), ce qui suggéere que l'interaction avecfaeteurs

de transcription est importante pour la fonctiooldigique de NPR1.

2. Résultats
2.1.Identification de VVTGA chez la vigne

Grace a l'analyse des données issues du séequeticagmome de la vigne (Genoscope)
nous avons identifié cing genes chez la vigne qunwontré de fortes similarités de séquence
avec les facteurs de transcription TGAAdibidopsis Les séquences VVTGA présentent
toutes les fonctions biologiques des facteurs alestrription TGA décrit che&rabidopsis. la
région basique de liaison a 'ADN, la région lewciripper importante pour la formation des
diméres et la région riche en leucine conservées baxtrémité C-terminale (Figure 1V.1).

La construction d’'un arbre phylogénétique regrotiies protéines TGA drabidopsis
thaliana et deVitis viniferamontre une répartition conservée des différentsggs observés.
En effet, VVTGAL et VVTGA4 sont réunis dans le mégneupe que les protéines AtTGAL et
AtTGA4, appartenant a la sous-classe | (Figure IV TGAS, VVTGA2 et VVTGAS
forment un groupe distinct avec AtTGA2, AtTGAS dfl&A6 appartenant a la sous-classe Il
bien que VVTGA3 soit phylogénétiquement plus éléign

Nous avons voulu observer les interactions entsedlEux VVNPRL1 et les différents
VVTGA. Cependant, n'ayant pas réussi a introduies plasmides correspondant aux
séquences des VWTGA2, WTGA3, VVTGAS5 et VWNPR1.&eules les interactions entre
VVNPR1.1 et VWTGAl ou VVTGA4 ont pu étre étudiéeSes deux VVTGA sont
phylogénétiquement plus proches de AtTGAl et AtTGAdénnus pour étre les seuls
membres qui n’interagissent pas avec AtNPR1 eesystdouble hybride (Zhareg al, 1999;
Despreset al, 2000; Zhouet al, 2000). Méme si AtTGAL et AtTGA4 possedent tous le
éléments requis pour l'interaction avec AtNPR1,xdeisidus conservés different des autres
TGA. Il s'agit des cystéines 260 et 266 pour AtTGHdigure 1V.2). Ces cystéines sont
egalement présentes dans VVTGAL et VWTGAA4.
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Figure 1V.3 : Double hybride pour la détection de ‘interaction entre protéines (Fields et Sternglanz, 1994)

’I‘IHI'I" Transcription
DA

GALUAS | GALTATA Genes rapporteurs —

Transcriptio
OF DA | h

GALUAS | GALTATA ADE2/ HIS3 —

Figure 1V.4 : Principe du systéme double-hybride das la levure

L'interaction entre deux protéines est mise en&wig par I'activation de la transcription de gérasorteurs
en aval du promoteur GAL4 grace au rapprochememtodoaine d’activation (DA) et du domaine de fixati@
I'ADN (DF) du facteur de transcription GAL4, chagdemaine étant fusionné aux protéines d’intérét.

GAL UAS (upstream activating sequence) : séquengerdmoteur sur laquelle le DF se fixe

GAL TATA : séquence du promoteur contenant la TAG@X et sur laquelle le DA se fixe

T apu - Terminateur de la transcription du géne ADH1

Pro,py, :Promoteur du géne de I'alcool déshydrogénase-IHBD
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Des études par mutagénese dirigée montrent quydesines 260 et 266 sont cruciales
pour les propriétés régulatrices d’AtTGAL (Despeesl, 2003). La cystéine 260 régulerait
les propriétés de liaison de la protéine de telleoh que AtTGALl et AtTGA4 soient
incapables d’interagir avec AtNPR1 dans la levilues cystéines possedent la capacité de
former des ponts disulfure réversibles. Ces desnigrt été décrits pour réguler plusieurs
procédés cellulaires chez les mammiferes. Une roatde cette cystéine altere la protéine, ce
qui apporte la preuve que I'oxydoréduction de dié est importante pour la régulation de
ces TGA (Desprest al, 2003).

2.2.Recherche des interactions par la technique du doldhybride de
VVNPRL1.1 avec les VVTGA identifiés
2.2.1. Principe de la technique du double-hybride
La technique du double-hybride dans la levure perdee détecter des interactions

spécifiques entre deux protéiniesvivo (Fields et Song, 1989). Ce procédé est basé sur la
capacité du domaine de fixation a 'ADN (DF) etdlamaine d’activation de la transcription
(DA) du facteur de transcription GAL4 a fonctionnge maniere indépendante. Dans le
systeme double-hybride, ces deux domaines sontésphachacun est fusionné a une protéine
d’intérét (X et Y). C’est I'éventuelle interacti@ntre ces protéines X et Y qui permettra de
reconstituer un facteur de transcription intadoettionnel, initiant ainsi la transcription des
genes rapporteurs HIS3 et ADE2 et se traduisanipamthese de I'histidine et de I'adénine,
respectivement (Figure 1IV.3; (Fields et Sternglah994). Ces protéines de fusion sont
fortement exprimées sous le contréle du promoteunstitutif ADH1 et du terminateur
ADH1. En plus des protéines-fusion, les plasmidestiennent des génes de résistance
permettant la sélection des clones transformés d@ansoli et des génes de sélection
nutritionnel (tels que TRP1 et LEU2 permettantdiestion des levures recombinantes sur un

milieu déficient en tryptophane ou en leucine).

Dans ce travail, la séquence codant la protéineRRN1 a été fusionnée a la séquence
DF, alors que les séquences codant les facteutsadigcription VVTGA ont été clonées en

fusion avec le domaine DA (Figure IV.4).
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Figure IV.5: Les différentes étapes de la techniqu du double-hybride pour tester les interactions entre
VVNPR1.1 et les deux TGA.
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Les difféerentes étapes permettant de recherchentesactions VVNPR1.1 et VVTGA
par la technigque du double-hybride sont schématiséela figure IV.5. Elles consistent a :

- amplifier les génes d’intéréts par PCR

- introduire dans la levure le plasmide et le prodigt PCR de facon a réaliser la
recombinaison homologue

- amplifier les clones obtenus daa<oli

- vérifier les clones obtenus par séquencage

- vérifier 'absence d’auto-activation de la tranption des génes rapporteurs avec
VVNPR1.1 et les deux VWTGA

- introduire dans la levure par choc thermique lessmides nécessaires aux tests
d’interaction : pGBKT7-VVNPR1.1 et pGADT7-VVTGA stlectionner les clones candidats
exprimant les deux protéines en cultivant les lesudoublement transformées sur milieux
sélectifs

- tester l'interaction entre les protéines en étdiemtlones ainsi obtenus sur le milieu

d’interaction.

2.2.2. Clonage des genegvNPR1.1let VVTGA dans les vecteurs pGBKT7 et
pGADT7
2.2.2.1. Recombinaison homologue

La recombinaison homologue est un processus bgpegimportant puisqu’il est le
principal mécanisme de réparation de I'ADN : lastae double-brin. La recombinaison
homologue implique I'appariement et I'’échange deéma génétique entre deux molécules
d’ADN homologues. Ces protéines, les recombinasas, présentes dans toutes les especes,
il s’agit de la protéine RecA chez la bactékscherichiacoli et de Rad 51 chez les
eucaryotes. La protéine eucaryote Rad 51, a étéudéde par analyses geéneétiques de
mutants de Saccharomyces cerevisiagéficients en recombinaison homologue et en
réparation des cassures double-brin de 'ADN (Baagical, 1998). La recombinase effectue
plusieurs taches : elle déroule et étire 'ADN pparmettre I'appariement des trois brins, elle
facilite la recherche d’homologie et induit I'éclggnde brins de maniére directionnelle et
irréversible (Figure 1V.6).

Nous avons utilisé les propriétés de recombinaisomologue chez la levure pour

cloner les génes d’intéréts dans les plasmides pGBX pGADT?7.
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Figure 1V.6 : Mécanisme de la recombinaison homolage (d’aprés Wymaret al, 2004)

(A) Schéma modélisant la réparation de la cassowbld-brin d’ADN par recombinaison homologue, ithée

au niveau de I'ADN. Les molécules duplex de I'ADNNs indiquées par des échelles dont les barreaux
représentent les paires de bases. Des extrémitésnBle-brin sont générées sur lesquelles les rburmses
forment des filaments hélicoidaux. L'ellipse grieprésente la partie du processus qui est moniuéeep détail
dans la partie B.

(B) Un filament nucléoprotéique formé sur 'ADN namaténaire peut reconnaitre la séquence homolague s
I’ADN bicaténaire intact résultant en I'appariemeetces deux molécules d’ADN.

(C) L’échange de brins a lieu dans le contexteildment.

: Transcripﬁion

GALUAS | GALTATA ADE2/ HIS3 —
WTGA
Transcription
DA
—1 GALUAS | GALTATA ADE2/ HIS3 —

Figure IV.7 : Principe de l'autoactivation de la transcription des génes rapporteurs dans la levure
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2.2.2.2. Construction des souches de levures gildssiides pour le double
hybride
Les constructions ont été obtenues apres une saadi PCR permettant de générer un
bord homologue au plasmide utilisé. Chaque coujalmarces comprend un oligonucléotide
externe possédant une queue homologue au plasmiiae ¢’hybride pas a la matrice (gene
d’intérét) et une partie homologue a la matrice sjbiybride a la matrice. Le principe est
fondé sur la recombinaison homologue entre deux ABNgenes co-transformés dans la

levure.

2.2.3. Vérification de I'absence d’auto-activation de la tanscription des
constructions dans la levure

Avant d’entreprendre les tests d’interaction de YR&L.1 avec les deux VVTGA,
plusieurs contréles doivent étre conduits et il mStessaire de s’assurer que les protéines
correspondantes n’activent pas seules la trangoriptes genes rapporteurs HIS3 et ADE2
(Figure IV.7). Pour vérifier I'absence d’auto-actiem, les plasmides sont transformés dans
la souche de levure AH109 et les transformants étaiés sur milieu sélectif SD dépourvu
d’histidine (His) ou d’histidine et d’adénine (Ad&)ne croissance des levures indiquerait une
auto-activation de la transcription des genes rappus.

Comme le montre le tableau IV.1, les levures tramsées avec les plasmides
pPpGADT7-VVTGAL et pGADT7-VVTGA4, ne poussent ni $amilieu sans His/Leu, ni sur le
milieu sans Ade/His/Leu. Aucune de ces construstiotactive la transcription des génes
rapporteurs. A l'inverse, les levures transforméesc le plasmide pGBKT7-VVNPRL1.1
poussent sur le milieu dépourvu en His/Trp, mais sor le milieu sans Ade/His/Trp. Le
milieu sélectif sans adénine et sans histidine naowtonc étre utilisé pour les tests
d’'interaction de VVNPR1.1 avec les VTGA. Ce tesontne qu’il existe une faible
autoactivation de la transcription des géenes rdppms avec la construction VVNPR1.1, qui
n'est cependant pas suffisante pour permettre woissance des levures sur un milieu

dépourvu des deux acides aminés.
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WNPR1.1 WTGAL WTGA4
-Trp +
-Leu /
-Trp/Leu
-His /Trp +
-Ade/His/Trp
-His /Leu !
-Ade/His/Leu /

Tableau IV.1: Analyse de I'autoactivation de la tenscription des génes rapporteurs des constructions
pGBKT7-VVNPR1.1, pGADT7-VVTGAL et pGADT7-VWTGA4

-Trp : Milieu dépourvu de tryptophane qui permet si#ectionner les levures transformées avec larpdkes
pGBKT7 qui porte le marqueur nutritionnel TRP1.

-Leu: Milieu dépourvu de leucine qui permet deestbnner les levures transformées avec le plasmide
pPGADT7 qui porte le marqueur nutritionnel LEU2.

-Trp/Leu : Milieu dépourvu de tryptophane et declee qui constitue le témoin négatif car le marqueu
nutritionnel TRP ou LEU est porté par le plasmid&BKT7 ou pGADT7) qui n'a pas été introduit dans le
levures.-His/Trp : Milieu dépourvu d’histidine et tryptophane.

-Ade/His/Trp : Milieu dépourvu d’adénine, d'histich et de tryptophane.

-His/Leu : Milieu dépourvu d’histidine et de leuein

-Ade/His/Leu : Milieu dépourvu d'adénine, d’histidi et de leucine.

Analyse de la croissance des levures sur milieu eélif aprés 3-4 jours a 28°C.

+ : Croissance des levures

- Absence de croissance des levures
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2.2.4. Tests d'interaction de VVNPR1.1 avec VVTGA1L et VWWT@4

Les transformants avec les deux plasmides d'in@métté sélectionnés sur un milieu
dépourvu en tryptophane et leucine, puis repiquésctdiment sur un milieu dépourvu en
Ade/His/Trp/Leu, en raison de l'auto-activation ldetranscription du géne rapportadtS3
par le plasmide pGBKT7-VVNPR1.1. Une interactioerbiétudiée, mais non publiée a ce
jour, dans I'équipe de Virologie-vection de I'INR#e Colmar nous a servi de contréle positif.

Comme le montre le tableau V.2, les levures daubla transformées avec le plasmide
contenant la séquence VVNPRL1.1 et le plasmide santd’'un des deux VVTGA ne poussent
pas ou tres légérement (VVTGAl) sur un milieu dépoud Ade/His/Trp/Leu. Les
interactions entre VVNPR1.1 et le VVTGAL ou VVNPREL le VVTGA4 ne sont donc pas

confirmées.

3. Conclusions

Aucune interaction avec VVNPR1.1 n’a donc été iwéCette absence peut s’expliquer
par le fait que les deux VVTGA sont phylogénétigeatmproches de AtTGAL et AtTGA4,
qui n'interagissent pas, ou que trés faiblementc aM&IPR1 (Despresgt al, 2000; Zhouet
al., 2000; Hepwortlet al, 2005). De plus, I'interaction de AtINPR1 avec Al Get AtTGA4
est uniquement observée apres un stimulus avecl@4a gue les autres TGA interagissent
avec AtNPR1 en conditions non induites.

Ces premiers résultats sont corrélés avec |'étodetibnnelle menée par Gaélle Le
Henanff (Doctorat septembre 2009) qui a démontré\(uNPR1.1est capable de restaurer
'expression SA-dépendanteAtPR-1chez le mutanbprl.2 ainsi que de complémenter les
phénotypes du mutamiprl. D’aprés ses conclusions, I'expression SA-déperdalet la
protéine AtPR-1 et la tolérance aux fortes conegioins en SA semblent étre des fonctions
conservées entiérabidopsiset la vigne.

L’ensemble de ces résultats suggere \gudPR1.Jpourrait étre I'orthologue &tNPR1

Des expériences complémentaires en double hybedmdt étre menées avec les trois
autres VVTGA identifiés dans la vigne ainsi qu'avéeNPR1.2. Plus particulierement,
I'étude des interactions entre VVNPR1.1-VVTGAS5 efNWPR1.1-VVTGA2 devra étre menée
en priorité car ces deux VVTGA sont phylogénétigeetres plus proches d’AtTGA2, 5 et 6.
Or, on sait par ailleurs qu'elles interagissentca®¢NPR1. Par conséquent, I'expérience
devra également étre réalisée avec AtNPR1 et AtT,GA3jui constituera le témoin positif de
l'interaction NPR1-TGA.
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Tableau V.2 : Tests d'interaction entre VVNPR1.1 tles deux VVTGA aprés étalement sur milieu sélectif
sans Ade/His/Trp/Leu.
O : transformation des levures sans pGBKT7 ou p&&DT7



Chapitre IV

De plus, les données phylogénétiques indiquentapeotéine VVNPR1.2 appartient a
un groupe distinct d’AtNPR1 et les résultats présenlans les chapitres précédant ainsi que
les données obtenues par Gaélle Le Henanff (2a@)ésent que VVNPR1.2 pourrait avoir
une ou des fonctions différentes de VVNPR1.1 etPRN. Il est possible que VVNPR1.2
n’interagisse pas avec les mémes facteurs de tipimsc TGA que ceux avec lesquels
AtNPR1 interagit ou bien que VVNPR1.2 ne puisse pdsragir ou interagisse trop
faiblement avec les TGA et ainsi, ne soit pas clgpdd stimuler I'expression des geiriR.

Enfin, il est possible également que VVNPR1.1 eNVWR1.2 puissent interagir avec
d’autres protéines dont des facteurs de transonipdifférents des TGA. Un crible double-
hybride d'une banque d’ADNc de feuilles de vigndéeatées permettrait d’identifier de

nouveaux partenaires protéiques des deux VVNPRL1.

La technique du double-hybride, certes trés puiss@our mettre en évidence des
interactions protéine-protéine présente cependaitjges limites qui ont été rapportées dans
plusieurs travaux scientifiques avec des protéoeglifférents organismes (Serebriiskii et
Golemis, 2001) :

- Une difficulté majeure dans le systeme double ligbrest I'élimination des faux
positifs. Il existe des clones qui provoquent ieation des génes rapporteurs mais n’ont
aucune interaction spécifique avec la protéine figstel et al, 1993).

- Au contraire, des interactions réelles peuventasegire révélées (faux négatifs).

- De plus, la conformation des protéines fusionnées @gomaines du facteur de
transcription peut étre affectée et de ce fait,dahles interactions.

- Les interactions recherchées peuvent étre seuleragptimées en situation
d’infection ou de stimulation avec SA (cf AtTGAl AtTGA4). Les tests d'interactions
réalisés sans stimulus ne permettront pas d’'idente telles interactions.

- Les protéines n'étant pas dans leur environnementaialeur conformation peut
étre altérée et ainsi empécher des interactionsegféraient normalement dans la plante.

- Les résidus glucidiques des protéines exprimeées léangsvures sont différents de
ceux des protéines végétales. Cette difference gé&uérer des faux positifs ou des faux

négatifs dans la levure (Brooks, 2006).
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Chapitre IV

L’absence d'interactions ou les futures interactiaentifiées par le systeme double-
hybride entre VVNPR1.1, VVNPR1.2 et les VWTGA deurcétre validées par un autre
systeme d’étude des interactions protéine-protéiAesi la technique de la co-
immunoprécipitation permet de valider ces intemadi Il s’agit de traduiren vitro les
VWNPR1 en présence d€°%t de les mettre en présence des facteurs derigticn TGA
fusionnés a la GST. La composition du complexejfipua I'aide de billes de glutathion
sépharose, sera ensuite analysée sur un gel dacpddmide. La présence d'une bande
radioactive correspondant aux VVNPR1 permettra dgifier linteraction. D’autres
techniques d’étude des interactions protéine-pret@iourraient également étre envisagées,
telles que celles basées sur I'émission d’'une désmence lors du rapprochement de 2
molécules (BRET, FRET ...).
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Discussion générale et perspectives

1. Approche développée pour I'étude des gen&iPR1chez la vigne

La vigne est une culture d’intérét agronomique @gti soumise a de nombreux stress
biotiques et abiotiques. Ces derniers induisenthaisse de la productivité et de la qualité
organoleptique des vins. A I'heure actuelle, ladwtontre ces maladies nécessite I'utilisation
de produits phytosanitaires dont I'utilisation aéfaste pour I'environnement et la santé des
utilisateurs. Un enjeu a terme est donc de dévelogps méthodes alternatives a la lutte
chimique. Une connaissance détaillée des mécanigmeagsistances et de la fonction des
genes impliqués permettrait de stimuler les gelBesoutre, I'opportunité de créer des vignes
transformées dont les génes seraient surexprinsds emvisageable. De cette maniére, la
résistance de la vigne aux maladies serait augmeAtédebut de mes travaux, les genes de
défense chez la vigne étaient méconnus dans larenegue séquencage était disponible qu’a
partir du milieu de I'année 2007. Cependant, ducastdernieres années, de nombreux genes,
protéines et d’autres molécules impliqgués dansnisactions plantes / pathogénes ont été
décrits chez plusieurs plantes modeles et d'irgé§tonomiquesirabidopsis tabac, tomate,
riz). Parmi eux, la protéine codée par le giiRRR1joue un role clé dans la résistance a large
spectre chez les plantes. A la suite d'un strasprdtéine NPR1 est relocalisée vers le noyau
et interagit avec des facteurs de transcriptioné,T&surant ainsi I'expression de protéines
PR (Cherret al, 2001; Fitzgeralet al, 2004).

Les objectifs de mon travail de thése étaient dbatbord de sélectionner des accessions
présentant différents profils de résistance au <alinteractions avec un agent pathogéne
virulent. Ensuite, mes travaux de these ont eu potird’identifier et d'analyser la diversité
génétique de potentiels orthologues du gBifRR1 chez la vigne par une approche géne
candidat, enfin de tester l'interaction de la pre@eNPR1 avec les facteurs de transcription

TGA également identifiés chez la vigne.

2. Validation des accessions de vigne pour I'étude dgénesNPR1

Les vignes sont soumises a des stress biotiquegialsxrépond une grande variété de
comportements caractérisée par les mécanismesideanee. L'agent pathogéne du mildiou,
Plasmopara viticolaa été privilégié dans cette étude pour des raipoasitsques. En effet,
'équipe Génétique et Amélioration de la Vigne WRRA de Colmar bénéficie d’'un systéme

performant de notation semi-quantitative OIV 452des tests biologiques au mildiou.

110



Discussion générale et perspectives

Afin de savoir si les différents niveaux de résis&@ sont générés paiPR1 (dans la
famille desVitacea@, nous avons tout d’abord sélectionné des accessaprésentatives de
'ensemble de la famille de¥Witaceae Quinze accessions ont été choisies a partir de la
classification desVitaceae (Galet, 1993) et selon leur disponibilité dans clallection
ampélographiqgue de I'INRA de Colmar. Nous avonsugesévalué les différences de
résistance ®. viticolaafin de mettre ces résultats en relation avedviersité du gen&lPR1
dans la famille de¥itaceae Les accessions sélectionnées présentent uneegdaretsité de

niveau de résistance montrant des mécanismesid@ange probablement différents.

3. Hypothése évolutive

3.1. Organisation génomique

Une recherche par Blast dans une banque d’ESTsigihesy soumises a un stress
abiotique (ESTAP) puis dans la séquence complétgdome de la vigne (Génoscope), nous
a permis d’identifier deux gen&/NPR1.1(chromosome 11) atvNPR1.2chromosome 10)
chez la vigne. Ces deux genes présentent des siéslavec les membres de la famille NPR
chezArabidopsis Il existe également un geMyBOP qui présente de fortes similarités avec
AtNPR5 et AtINPR6 (AtBOP1 et AtBOP2) impliqués ddmsiéveloppement floral et foliaire.
Nous nous sommes focalisés sur les g&wiPR1.1etVVNPR1.2

L’analyse des séquences d&/NPR1.1et VVNPR1.2révele des structures types
partagées avec les gendBR1décrits chez les autres plantes. Ces structuchseim deux
domaines d’interaction protéine-protéine, le dom&R® (Ankyrin-Repeat Domain) localisé
dans la région centrale de la protéine et le doen&hB / POZ (Broad complex Tramtrac
Bric-a-brac/POx virus and Zinc Finger) en N-ternhi(@ao et al, 1997; Ryalset al, 1997,
Despreset al, 2003) ainsi qu'un site de localisation nucléaices séquences en acides
aminés de VVNPR1.1 et VVNPR1.2 montrent 43% d’idénentre elles et VVNPR1.1 et
VVNPR1.2 montrent respectivement 52% et 37% d'idenavec AtNPR1. Une des
conséquences de cette conservation est la fonctitnaiendue des protéines correspondant
aux gened/vNPR1tant pour leurs interactions protéine-protéine gaer leur translocation
dans le noyau. Cette derniére fonctionnalité agibeurs été déja vérifiée sur les deux genes
VVNPR1.1let VVNPR1.2par des expériences de surexpression transitone lda feuilles de

vigne dans le cadre d’'une autre thése de I'équipdHenanff, 2009).
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Les analyses phylogénétiques montrent que les ipesté/vNPR1.1, VVNPR1.2 et
VVBOP appartiennent a trois sous-groupes distigaten retrouve chez différentes espéeces
végétales. Au sein du génome dktmceae la présence de ces genes a également été établie.
L’analyse comparée du génome de la vigne et de dedwabidopsis du riz et du peuplier a
révélé que l'organisation du génome de la vignebderdtre le plus proche de celle du
génome ancestral des dicotylédones. Ce génometmiga®viendrait de I'arrangement de
trois génomes diploides indépendants ancestraurmdtmn du génome paléo-hexaploide
ancestral) (Jailloret al, 2007). Les trois sous-groupes mis en évidence des analyses
phylogénétiques (Figure 2) (Bergeagital, 2010) et contenant chacun des protéines NPR de
différentes especes suggerent I'existence de oissgeénes ancestraux avant la divergence des
genresArabidopsiset Vitis.

3.2. Diversité de séquence des gengsNPR1.1et VVNPR1.2

Mon travail de thése s’est, dans un premier tenfpsalisé sur l'analyse du
polymorphisme des genasvNPR au sein de la famille degitaceae Une analyse de la
diversité des séquences introniques et exoniquedrengu’ils sont soumis a de fortes
pressions de sélection. Ces résultats suggerentgienta tolérance au mildiou et aux agents
pathogenes en générale, n'est pas liée a unedtifférde fonctionnalité des protéines NPR
dans la famille de¥itaceae De plus, malgré le fait que les introns furentaléerts il y a
prés de 30 ans, leur origine et leur fonction nécisappent encore. La plupart des introns
n‘ont aucune fonction connue et semblent étre aeseaaux inutiles de genes qui ralentissent
simplement le processus de transcription. Cependartains introns jouent un réle dans la
régulation transcriptionnelle et des événementpisibage alternatif seraient impossibles sans
les introns. De plus, leur niveau de conservatigariespeces varie selon leur position intra
ou inter génique, suggeérant qu'il existe des possside sélection liees a des fonctions
biologiques encore inconnues (Majewski et Ott, 20B83ffney et Keightley, 2006). Il est
donc possible que les introns des gévieslPR1.1et VVNPR1.2se trouvent dans ce cas de
figure.

Un codon stop prématuré dans la partie centrale geotéine NPR1.1 a été identifié
dans certaines accessions. La protéine tronquéerggsulte semble fonctionnelle puisque
tous les domaines d’interaction protéine-protéma présents.
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Le domaine ARD d’AtNPR1 est nécessaire et suffigamir I'interaction avec les
membres de la famille des facteurs de transcripli@A bien que les interactions de hautes
affinités demandent également la partie N-termirddela protéine (Zhangt al, 1999;
Desprest al, 2000; Zhowet al, 2000).

De plus, I'étuden silico des promoteurs des deux geNedlPR1.1let VVNPR1.2nmontre
gu'’ils devraient étre fonctionnels mais des analydas détaillées devront étre effectuées. La
capacité des promoteurs a exprimer le gene @eglacuronidase (GUS) par exemple ou un
autre gene rapporteur facilement détectable p&HR (Green Fluorescence Protein) pourrait
étre étudiée. Des fragments ou les promoteurs renpieurront étre transformés dans les
plantes exposées a divers agents pathogénes dtutlic Ces différentes expériences
permettront de mettre en évidence les différentesliions environnementales qui affectent
'expression des deux genes. L’'étuntesilico des promoteurs montre également que les
régions promotrices sont tres variables entre msxdyenes. En effet, les promoteurs des
géenesVVNPR1.1et VVNPR1.2orésentent moins de 10% d’identité entre eux et &veégion
promotrice dAtNPR1 Il serait interessant d'analyser le polymorphisme ces deux
promoteurs dans les accessions préecedemment egilisés niveaux de résistances pourront
eégalement étre reliés aux niveaux d’expressiongéees VVNPR1.1 et VVNPR1.2 dans les
accessions utilisées.

Enfin, le caractére générique du role des géMieR1 dans les interactions plante /
agents pathogénes offre l'opportunité de compaeer pblymorphisme et I'évolution
moléculaire de ces génes chez difféerentes familéegttales Nlusaceag Brassicaceaepar
exemple). Il pourait étre utile d’étudier I'évoloti moléculaire de ces genes chez d’autres
plantes ayant des intéréts agronomiques. Cellestcconnu des changements qui leur sont

propres au gré des sélections humaines et des dedeproduction spécifiques.

3.3. Co évolution entre les geneg¥vNPR et les agents pathogéenes ?

Les génesVVNPR1.1let VVNPR1.2semblent étre soumis a de fortes pressions de
sélection et étre ainsi maintenus au cours delliéea. Une hypothése est que I'éloignement
phylogénétique de ces génes se traduirait pariteqdi@ chague membre aurait acquis une
spécialisation fonctionnelle. La pression de séagburificatrice détectée sur ces deux genes
dans la famille de¥itaceaeargumente en faveur de cette hypothése. Générnallelae génes
de défense ont tendance a maintenir un bas nivedivelsité mais plusieurs auteurs relatent
une sélection balancée pAAtNPR1(Bakkeret al, 2008; Caldwell et Michelmore, 2009).
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Nos résultats montrent qidPR1.1etNPR1.2sont fortement conserveés et ne varient pas
beaucoup d'une accession a l'autre, indiquant ese rhutations ont probablement des
conséguences déléteres.

Il est cependant parfois difficile d’établir un nedel général d’évolution des genes de
résistance chez les plantes. Un facteur importahieemode de reconnaissance, direct ou
indirect, entre la protéine de résistance et laéme d'avirulence (Doddst al, 2006;
McDowell et Simon, 2006). Dans le cas des recosaaises directes, une coévolution de type
"course aux armements” est retrouvée, avec le raidtune forte diversité allélique pour le
gene de résistance et le gene d'avirulence.

A l'inverse, dans le cas des reconnaissances oidgdaisant intervenir une protéine de
garde, les géneR présentent une faible diversité allélique. FNPR1semble étre sous
linfluence d’une sélection balancée, mes résukatg en faveur d’'une sélection purificatrice
pour les gene¥vNPR1 Néanmoins, il est tout a fait possible que leseg®&PR1 soient
soumis aux méme processus évolutionnaireRfoeEn effet,Pto semble étre influencée a la
fois par de la sélection purificatrice et de lees&bn balancée selon une périodisation qui lui
est propre (Roset al, 2007). D’aprés l'auteur, des périodes de presseselection forte de
'agent pathogéne s’exercent doto et s’alternent avec des périodes de relachemeltd de
contrainte sur ce géne. Ceci serait di au faitlgsieagents pathogénes ne possedent pas les

genesAvr adéquats, ce qui favorise I'accumulation des gubshs neutres ou délétéres.

4. Interaction avec les facteurs de transcription TGA

Apres l'identification des facteurs TGA comme piwd§ capables de se lier a I'élément
as-1de I'ADN en 1989 (Katagiret al, 1989; Lambet al, 1989), beaucoup de recherches se
sont concentrées sur la détermination de leur immctans la plante. Une avancée est réalisée
dans la fin des années 1990, lorsqu’il a été tromwe les facteurs de transcription TGA
interagissent avec la protéine NPR1 (Zhatal, 1999; Despregt al, 2000; Zhouet al,
2000). Il est maintenant établi que NPR1 est unuledgur important de la fonction des
facteurs de transcription TG vitro etin planta (Despreset al, 2000; Fan et Dong, 2002;
Johnsoret al, 2003). Une étude avec des plantes mutantes darisols genes du groupe Il
des facteurs TGA drabidopsis(TGA2, TGA5, TGA6) a confirmé la nécessité de ces
facteurs de transcription pour déclencher I'expogssle PR-1 par 'acide salicylique ainsi
gue par la SAR (Zhangt al, 2003).
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Si le role deNPR1 et des facteurs TGA dans la résistance aux maladiez
Arabidopsis thalianaou chez d’autres plantes mono ou dicotylédonés¢ anaintes fois mis
en lumiére, le réle de ces protéines dans la vigee encore mal défini.

La caractérisation de la fonction des d&wiNPR1a donc été entreprise par différentes
approches. Grace au séquencage du génome de la mimee avons identifié cinq génes
VVTGA Les analyses des séquences protéigues montremegugenes sont répartis dans les
mémes groupes que ceuxAdabidopsis lls possedent, de plus, toutes les fonctions
biologiques des facteurs de transcription TGArdbidopsis

Seules les interactions entre VVNPR1.1 et VVTGAIMeUT GA4 ont pu étre étudiées.
Ces deux VVTGA sont phylogénétiguement plus proch&sI GA1 et AtTGA4, connus pour
étre les seuls membres pour ne pas interagir ateBRL en systeme double hybride (Zhang
et al, 1999; Desprest al, 2000; Zhouet al, 2000). CheZArabidopsis NPR1 n’interagit pas
ou tres faiblement avec les facteurs TGALl et TGAahsdla levure (Zhangt al, 1999;
Despreset al, 2000; Zhouet al, 2000; Hepworthket al, 2005). Cependant, on observe dans
des feuilles traitées avec le SA une interactiagmificative entre NPR1 et TGALl. Au
contraire, seul une interaction tres faible perg @étectée dans celles qui ne sont pas traitées
(Despreset al, 2003). Par conséquent, il est possible que ngassale méme phénomene
pour VVTGAL et VWTGA4.

D’autre part, des études par mutagenese dirigéerembirque les cystéines 260 et 266
sont cruciales pour les propriétés régulatrices T@A1 (Despreset al, 2003). La cystéine
260 régulerait les propriétés de liaison de laginet de telle facon que AtTGAL et AtTGA4
soient incapables d'interagir avec AtNPR1 danslaule. Ces deux cystéines sont présentes
dans VVTGA4 mais VWTGA1l possede uniquement la aysté260. Des études par
mutagenese dirigée permettraient d’étudier le diéeces deux cystéines pour VVTGAL et
VVTGA4 et de veérifier si la capacité de ces pratéim interagir avec NPR1 est dépendante
des cystéines.

Enfin, la régulation redox a travers la formatianlidisons disulfures entre les cystéines
ne doit pas étre un phénomene limité a TGA1 et TGA¥que sous-classe de la famille des
TGA possede des cystéines conservées caractéestifgges membres de la sous-classe |
contiennent trois cystéines conservées alors quenmbres de la sous-classe Il et 1l n’en
possédent qu’une seule. Ainsi, leur conservatiogéggqu’elles soient consubstantielles a la
fonction de la protéine. La régulation des factél®BA par des conditions redox n’exclut pas
la possibilité que celle-ci puisse différer aussnbentre les sous-classes qu’entre les facteurs

TGA de chaque groupe.
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5. Interaction de NPR1 avec d’autres facteurs de trarsiption

Il est également possible que VVNPR1.1 et VVNPRiliBsent interagir avec d’autres
protéines dont des facteurs de transcription d@iffty des TGA. Un crible double-hybride
d'une banque d’ADNc de feuilles de vigne infect@esmettrait d’identifier de nouveaux
partenaires protéiques des deux VVNPRL.

Des études che&rabidopsisont indiqué la présence de plusieurs protéinesagtssant
avec AtNPR1 appelées NIMINs, qui semblent étre dgslateurs négatifs de la SAR (Weigel
et al, 2005). Il est tout a fait possible que le génatasVitaceaecontienne également des
orthologues de ces protéines NIMIN et qui inter@gint avec VVNPR1.1 ou VVNPR1.2.

Enfin, il a été montré que les mutamprl accumulent plus d’acide salicylique
endogene que les plantes sauvages, suggéerant @PRAtNdourrait freiner la synthese de SA
(Delaney, 1995). Cette fonction doit étre due atiété des facteurs de transcription WRKY
70 et WRKY 54, dont I'expression est sous la dépand d’AtNPR1 (Wangt al, 2006).

6. Caracterisation fonctionnelle de VVNPR1.1 et VVNPR2

Il est démontré qu’'en conditions non induites, ARIP est présent sous forme
d’oligoméres qui sont formés par des liaisons @lises (Mouet al, 2003). La localisation
nucléaire d’AtNPR1 est liee a la réduction de deystéines sur les dix cystéines conservées
(C82 et C216) et exige également le site de lcatadis nucléaire (Kinkemat al, 2000; Mou
et al, 2003). L’'analyse d&NPR1.1dans la famille ded/itaceae montre que toutes les
accessions étudiées possedent huit des dix cystémeservées et notamment les deux
cystéines (C82 et C216) essentielles pour la foomat oligoméres (Motet al, 2003). En ce
qui concernedNPR1.2 seules cing cystéines sur dix sont présentent tbamss les accessions
étudiées au sein de la famille désaceae L'absence de la cystéine C216 suggére également
gue la protéine NPR1.2 est régulée differemmergethit donc intéressant d’ajouter ou de
supprimer ces cystéines importantes par mutagedaégge dans les deux génes afin
d’étudier leurs incidences au niveau fonctionnel.

D’autre part, une étude de caractérisation fonogtle pour examiner le réle des deux
genes dans la résistance aux maladies a fait t’dhjaee publication de notre laboratoire (Le
Henanffet al, 2009). Des expériences de surexpression traresiiains les feuilles de vigne

ont mis en évidence que VVNRL1.1 et VVNPRL1.2 étdmsdlisées dans le noyau.
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La surexpression des genéa\NPR1.1letVVNPR1.2st capable de restaurer la SAR et la
résistance aPseudomonas syringapathovar maculicola ES4326. Des expériences de
surexpression transitoire des protéines VVNPR1.IVtIPR1.2 permettent de stimuler
'expression de plusieurs genB&® Dans cette étud&/vNPR1.1restaure le développement
des mutantaprl d’Arabidopsis contrairement & YNPR1.21l est possible que la séquence de
VVNPR1.2trop éloignée de celle AtNPR1 indique qu’il s’agisse d’'un régulateur négatitde
réponses de défense a I'image d’AtNPR3 et AtNPRvafiget al, 2006).

De plus, il est maintenant évident que NPR1 edeégant impliquée dans un carrefour
de communications entre les voies de signalisaté&pendantes de SA et de JA (Pieterse et
Van Loon, 2004). Les agents pathogénes nécrotragioient les voies dépendantes du JA et
de I'éthylene alors que les pathogénes biotropliegeét les voies dépendantes du SA
(Pieterse et van Loon, 1999; Thatdral, 2004). CheZrabidopsis thalianala résistance a
Fusarium oxysporumequiert en plus des voies de signalisation dbylléne, du JA, de SA et
implique également le gemMéPR1(Berrocal-Lobo et Molina, 2004). Les différentesies de
signalisation relayées par les genvedNPR1devront donc étre mieux caractérisées. Il s'agit
de determiner sMVNPR1.1lest sensible aux agents pathogénes nécrotrophdss tque
VVNPR1.2serait sensible vis-a-vis des agents pathogem#ophes ; ou bien inversement.
La fonction d'un gene dépend donc étroitement de somironnement génétique, en
particulier des relations qui peuvent avoir lieurerie gene étudié et les autres génes du
génome. Une étude en microarrays est une premiétbhode permettant de montrer les
différents réseaux qui agissent au sein des genesirout lorsque les résistances sont
complexes. Cette expérience pourrait se faire &rpgdARN totaux extraits de feuilles de
vigne surexprimant transitoirement MgNPR1

Un codon stop prématuré dans la partie centrala ggotéine NPR1.1 a été identifié
dans plusieurs accessions. La protéine tronqueeemuisulte présente tous les domaines
d’interaction protéine-protéine. Ces données ne sgméndant pas suffisantes et I'expression
du géne ainsi que la localisation cellulaire deptatéine reste a déterminer. Pour cela,
plusieurs expériences peuvent étre envisagées. dfaoibrd, le profil d’expression du gene
VVNPR1.1tronqué peut étre évalué apres un traitement p&Tdd, un analogue du SA. Si
'expression du gene est validée, des expériencéscdésation intracellulaire pourront étre
réalisées par fusion avec de la GFP des séquendestes et par surexpression transitoire
dansN. benthamianala fonction de la protéine peut ensuite étreiétugar des expériences

de surexpression transitoire chiézbenthamianau la vigne.
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Enfin, des expériences de complémentation du maanitd’Arabidopsispourront étre
entrepris par transformation stable. Tous les tasupourront alors étre confrontés a ceux
obtenus par Gaélle Le Henanff au cours de sa tfleseHénanff, 2009) pour le géne
VVNPR1.1 Des expériences d’interactions protéine-protéimiess la levure pourront

€également étre envisageées.

Afin de mieux comprendre le rble de ces différemexéines chez la vigne, la méthode
d’extinction de gene par VIGS (Virus-Induced Genderging) peut également étre
envisagée. L'utilisation du VIGS affecte I'exprasside génes d'intérét dans un tissu
spécifique a un stade de développement choisifagrsappel a un promoteur spécifique. Des
résultats interessants ont déja été obtenus pt tmthnique. Le role dBlbNPR1et de
LeNPR1a été mis en évidence par VIGS (lgual, 2002; Ekengremt al, 2003). Malgreé le
faible développement d’outils efficaces pour I'aisal fonctionnelle de la vigne, une méthode
de VIGS applicable & la vigne a été récemment dépéle (Murugananthamt al, 2009).
Cette méthodologie peut étre utilisée, préalableraemrttransformations stables puisque la

surexpression stable des génes chez la vignediifstde a réaliser.

7. Contribution de I'étude pour la résistance face awagents pathogenes

chez la vigne
L’apparition de souches résistantes chez Botrytisrea et le mildiou ainsi qu’une prise
de conscience accrue de I'environnement ont fattejaau cours des derniéres décennies, le
besoin de stratégies alternatives qui pourraienduiom a une réduction des traitements
antifongiques trés importants chaque année. Disemmssibilités de stratégie alternative
visant non pas a S’attaquer au champignon lui-mérass a aider la plante a se défendre

contre I'agresseur sont envisagees.

Une possibilité consiste a modifier génétiquemestdlantes en exprimant des genes de
défense issus d’autres organismes ou en sur-expriles genes de défenses déja existants
(Cornelissen et Melchers, 1993 ; Shah, 1997 ; Pw2@®1 ; Gilbert et al., 2006). La
surexpression stable de VVNPR1.1 et VVNPR1.2 sinsntierement dans cette derniere

perspective.
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Discussion générale et perspectives

Les protéines VVNPR1 que nous avons identifiéesiggt la synthese de protéines PR
dans différents systémes. Nous ne savons toutedsisi ces protéines PR sont efficaces dans
la lutte contre les agents pathogénes de la vigae.ailleurs, VVNPR1.2 semble avoir des
effets opposés a ceux d’AtNPR3 et AtNPR4 dont etlieplus proche. Ces données montrent
gue les familles NPR de la vigne eAdabidopsispourraient étre organisées differemment et
jouer des réles différents chez ces deux espegggalés. Ainsi, une étude plus approfondie
et en systeme homologue de la fonction de VVNPRfa@it comme une suite logique de

mon travail de these.
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Matériels et méthodes

1. Matériels biologiques

1.1. Matériel végeétal
L’échantillon est constitué de 15 accessiondmpelopsis japonicaMuscadinia
rotundifolia cv. Carlos, Pathenocissus quinquefoliacing Vitis Americains &érizonicg
labruscalsabelle,rupestrisdu Lot, aestivaliset cinereg, six cultivarsVitis vinifera (Gouais
blancs, Muscat reine des vignes, Cabernet Sauvigiooe 169, Riesling clone 49, Pinot noir
clone 162, Gewurztraminer clone 47)\&tvinifera lignée 40024 [(dérivé du Pinot noir et
multiplié par autofécondation successives (homozygoénviron 93%) (Bronner et Oliveira,
1991, Jailloret al, 2007)].

1.2. Souche de bactéries
La souche DH& dérivant dEscherichia coli[recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17 (k-
,met), relAl, suE44, A (lac-proAB), (F', traD36, proAB, laclZAM15)], a été utilisée pour
I'amplification des plasmides lors des clonage$rdgments PCR.
Sa culture est réalisée 8°87 dans un milieu LB (10 gde NaCl, 10 g.t de Bacto-
tryptone, 5 g.T d’extrait de levure, 20 glid'agar) & pH 7,5, additionné d’ampicilline (50
pg.mi*final).

1.3. Souche de levures

La souche de levure AH109 utilisée dans la technajueouble-hybride, dérive de la
souche PJ69-2A dBaccharomyces cerevisidees levures ont été génétiquement manipulées
de maniere a s’adapter efficacement au systemeeatbybride. Elles sont auxotrophes pour
la leucine et le tryptophane. De plus, elles diramtue risque de faux positifs, lors des tests
de double-hybride, grace a un systéeme de troissgeapporteurs ADE2, HIS3 et lacZ (ou
MEL1). Ces géenes sont placés sous le contrble ae signaux de transcription (GALAs et
GAL4r1ata). Dans notre systeme double-hybride, nous utilisomguement les deux génes
rapporteurs ADE2 et HIS3 qui synthétisent des em®yimtervenant respectivement dans les
voies de synthese de I'adénine et de I'histidine.
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1.4. Plasmoparaviticola
Plasmopara viticolanous a été fourni par le Dr Sabine Wiedemann-Meglini NRA
Colmar).Plasmopara viticolaa été multiplié sur du tissu végétal vivant parepiquage tous
les 7 jours sur un cépage sensible (Muscat ottmmélhardonnay). Des feuilles infectées ont
été placées dans une bouteille contenant de Itaileset agitée vigoureusement. Cette étape
permet la récupération des spore$deiticola

1.5.Vecteurs de clonage et d’expression
1.5.1. Vecteur de clonage : pCR2.1 (Invitrogen)

Le plasmide pCR2.1 (annexe 2) posseéde deux mamguder résistance a des
antibiotiques, I'ampicilline et la kanamycine e#t ouvert au niveau d’un troisieme marqueur
de sélection, correspondant a un géene codant pquartie N-terminale de [rgalactosidase
(la partie C-terminale étant codée par le génomédmctérie transformée). Ce gene sera
muté lors de l'insertion du produit de PCR, empéthainsi la production de I§-
galactosidase, et donc la dégradation de son atidstiX-Gal. Ce dernier est introduit dans le
milieu de culture et la coloration des coloniesbéu indique un géne de fgalactosidase
intact. Le site d'insertion est entouré de deuessitle restriction EcoRIl, permettant la
libération de l'insert, effectué lors de la dereigérification avant I'envoi au séquencage.

Les fragments des gen¥sNPRont été clonés dans le vecteur pCR2.1 a l'aidkitdu
Original TA Cloning® (Invitrogen, Cergy PontoisesaRce). Le vecteur n’utilise pas de site
de restriction pour insérer un ADN hétérologue mais simple thymine qui s’associe avec
'adénine présente aux extrémités des fragmentsufisotbrs d’'une PCR ; il faut donc ou
avoir une PCR « fraiche » suivie d’'une élongatiommale ou réaliser une élongation (1h a

72°C, avec de I'ATP uniquement).

1.5.2. Vecteurs double hybride : pGBKT7 et pGADT7 (Clonted)

Dans le systeme double-hybride, les vecteurs, pGBEITpGADT7 (annexes 3 et 4)
sont utilisés pour exprimer fortement les protéidesfusion sous le contrdle du promoteur
constitutif ADH1 et du terminateur ADH1. Ces vectesont des plasmides navetiescoli/

S. cerevisiag'est-a-dire qu'ils peuvent étre utilisés chez desix types d’organismes. Les
plasmides navettes se répliquent de facon autombeE. coli et chezS. cerevisia& partir

des origines de réplication des plasmides pUC et&pectivement.
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Dans le premier cas, le vecteur sera présent e grambre de copies (20 a 50 copies
par cellule), tandis que dans le second, le noméreopies sera réduit (1 a 3 par cellule).

Le pGBKT7 permet I'expression d’'une protéine dedosntre la protéine d’intérét et le
domaine de fixation a 'ADN (DF) du facteur de tsaription GAL4 qui correspond aux 147
premiers acides aminés de la protéine. Ce plaspidsede également I'épitope c-Myc
permettant d’étiqueter les protéines de fusiongéme de résistance a la kanamycine pour la
sélection des clones transformég.dtoli et le gene de sélection nutritionddtP1permettant
la sélection des levures recombinantes sur unurdéficient en tryptophane.

Le plasmide pGADT7 permet lI'expression de protéiriesionnées au domaine
d’activation du facteur de transcription GAL4 (DAdrrespondant aux acides aminés 768 a
881 de la protéine. Le pGADT7 possede un gene distaéce a I'ampicilline pour la
sélection des colonies recombinantes ckezcoli et le marqueur nutritionndlEU2 qui
permet aux levures auxotrophes portant le plasmésurvivre dans un milieu déficient en
leucine.

On notera que les acides aminés 148 a 767 du GAl4amt pas nécessaires a
l'initiation de la transcription.

Le plasmide pGBKT7 a servi a I'expression des pnete VVNPR et le plasmide
pPpGADTY7 a celles des facteurs de transcription (T.GA)

1.6. Oligonucléotides

Les différentes séquences qui ont été utiliséess daa travail proviennent
principalement des deux génomes séquencés derla vigpnsortium « International Grape
Genome Program » site du Génoscope (http://wwwiregerne/English/corps_anglais.html)
et le site de «Istituto Agrario San Michele allidel» (http://www.ismaa.it/) ainsi que de
différentes bases de données accessibles sur  dptern GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ESTAP (http://stafbi.vt.edu/estap/index.shtml).

Les recherches de séquences par mots clefs oenégyat été réalisées.
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2. Méthodes

2.1. Extraction des acides nucléiques
2.1.1. Extraction de 'ADN génomique
Les extractions sont réalisées sur 80 mg de feudke vignes finement broyées dans
l'azote liquide. La qualité du broyage est un élénueterminant de I'efficacité d’extraction.
Un traitement a la RNase permet de dégrader les.ARtraction est ensuite réalisée a
laide du kit « DNeasy® Plant Mini Kit» (Qiagen, oGrtaboeuf, France) selon les
recommandations du fabricant. L'ADN génomique essuée conservé a -20°C jusqu’a

utilisation.

2.1.2. Extraction d’ARN

Environ 300 mg de feuilles sont broyés en préseifazote liquide et 130 mg de broyat
sont prélevés pour servir a I'extraction des ARMuaten utilisant le kit commercialisé par
QIAGEN « RNeasy Plant Mini Kit ». Le kit a été mbéipour I'extraction d’ARN totaux de
Vitis vinifera Nous avons adapté le tampon de lyse fournit pgkGEN a cause des
composés phénoliques tres présents dans la vigrguietnteragissent avec les acides
nucléiques : 2,5% (p/v) de PVP 40 et 1% (v/v)Bdmercaptoéthanol sont ajoutés au tampon
de lyse du kit et 60QI de ce nouveau tampon sont ajoutés a 50 mg destlswyés. Cette
solution est ensuite mélangée puisubde sarkosyl 20% sont ajoutés. L’échantillon éstsa
chauffé a 70°C pendant 10 minutes. Apres I'étapkysie le reste de la procédure a été réalisé
selon les recommandations du fabricant. L'ARN essugde conservé a -80°C jusqu’a

utilisation.

2.2. Clonage de fragments d’ADN dans les vecteurs
2.2.1. PCR
La technique de PCR permet I'amplificationvitro des fragments d’ADN présents en
trées faible quantité de facon exponentielle partiliaation d’'une ADN polymérase

thermostable isolée de la bactéFleermophilus aquaticudaq polymérase).
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Produits Concentrations

Tampon PCR 10X 1X
MgCl, 1,5mM
dNTPs 200 uM

Oligonucléotide sens 200nM

Oligonucléotide anti-sens 200nM
Taq polymérase 15U
ADN 10 ng

Tableau M.1 : Conditions générales d’amplificationpar la technique de PCR

Utilisation Gene Sens (523) Anti-sens (52 3')
ATG GACTACAGA GCT GCT C CTGATAAAGGCC GACCAAT
AGA CGC CTGATG GACATT C CTCTAT TTT CCT TGA GGTACAACA G
VVNPR1.1
TTG GAC TAG CAAAAC TTCTAT TCC CAGTTTTGGACA GTG CTC TTA GCC
TGGACCTTG GGA AAC GCT TTT TTACTT CTT GCA AGA GAG TCTA
Bons ATG GCCAAT TCA GCT GAGC CTG AAAAAGTGA GACCAGCTCTGG TA
CGG CGT CTTACCAACT CTCTAT TTT CCA GGT ACA G
VVNPR1.2
TGG CATTTG CAC GAT TATTCT TCC CTGTTT TCA CAA GGG CAT TCATCCTTGAAC G
TGGAGA TGG GTC GAC GC TCATAATTT TCTAGC CTT GTGAC
GGC GTTTTT TTATTCTCTTTC CCC CAT AACACGACA GTA GAT GATA
GGAATTTGG GTTTTT GTTTTG GAATGT C GCA CAAAAATGT TAAAATCAATACC
VinpRLL GGGAGGCTTCGTTTTCTCTTG C CAT CAA ACT CAA CCC AACAAACC
GAATCATTT GAT GTTATG CATA CAGTGG CAAAAGATG CAGTT
GGC GTAATT CACTTT GGT TGG TTG CCCATC TATTGG TTG CAA GTC ACC
GGG GAA ACT TGT GCT TGC TGC AATTTT TAT C GGG AGA TCTAAACTTTTT CCC AAG GC
GAT TTT TCC TCATATTTG CAT TCA TAA ATT GTCATT AGC GTG GGA

GAG AAC AAA CAT GTAAGT TG GCC CCCAAATTAAACAGT TTTAC
Introns + Exons

TCA TAG GAA TGA AAATCA TAA ATG

ou AAT CAT CGA GGA AAA GTCTGA CAA GAC
VVNPR1.2 CTT TCAAAA GAGCCTTGC TCATTA
GAA AAATTA AAT CAATAATGCAG TCT GCA GTAAATCACCTCTATTTT CCA G
GCA AAA ATG GAA CAG GGG CAG GAAA ATG GAA ACA GGG GAATTC AAGAAATG
CCTTGT GAGATTTGTATGAC CAA CACTAG CATTTA GGTTTGATC
ATGATATTGTGATTGTGATGG A CCA ACCACA AAACTAAAAATAAGT C
GGA CCT TAA AAA GTT AAA ACA TGCTTT TAC AAA CAA GGG CCA G
CCA GTGAATTCCACC CGG GTG GGC ATC ATCTGC AGC TCGAGC TCG ATG GAT
VWTGAL GAT TAATGA GCT CTT CAT CAACTCAATTTGC CCA CTA GGC AGG CTC ACG GGG A

TGA ATT CCA CCC GGG TGG GCATCGATT ATT CAT CTG CAG CTC GAG CTC GAT GGA TCC ACT ATT
AAT GAA CTCTTCATC CACTCACTTTGT C CAA CTA AAT TAC CTT GTG AAATAA TACAA

Double hybride  VWTGA4

CCATGGAGG CCGAATTCCCGG GGATCC CCC CAA GGG GTTATG CTA GTTATG CGG CCG CTG CAG
TTATGGACTACA GAGCTGCTCTCT CC ATTACT TCT TGC AAGAGA GTC TAC TGT TATTC

VVNPR1.1

Tableau M.2 : Liste des amorces utilisées
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La synthese d’ADN par cette méthode repose sursugeession de cycles (25 a 30),
comprenant chacun trois étapes : (a) une dénatnrathaute température séparant les deux
brins constituant la matrice d’ADN, (b) une hybtida de la matrice avec des amorces
oligonucléotidigues a une température légeremenérijfre a leur point de fusion
(temperature melting ou Tm), (c) une étape d’éltingaréalisée en présence de tous les
composants requis pour la polymérisation (Tableal) M

Pour ajouter des sites de restriction aux extrémas fragments d’ADN a cloner, nous
utilisons des amorces contenant une extension B’ apgpariée a la matrice portant les
séquences correspondant aux sites de restrictiams De cas, la réaction de PCR se fait en
deux étapes : 25 cycles, a une température denfusioespondant a -2°C de la séquence
compléte des oligonucléotides, sont précédés dgcleésca la température de fusion de la
séquence de I'amorce complémentaire a I’ADN.

Afin de limiter les mutations non spécifiques liéek réaction de polymérisation, nous
avons utilisé une polymérase de haute fidélitéafiPlm Taq (Invitrogen) ou Taqg High
Fidelity (Invitrogen)]. Le produit final a ensuitté soit introduit dans le vecteur de clonage
pCR2.1 puis séquencé pour vérifier son intégrit@f séquencé puis utilisé pour la
recombinaison homologue dans la levure.

Les genesVvNPRet VVTGAont été amplifies par PCR a partir d'un extraiblN

génomique ou d’ADN complémentaire a I'aide d’amsrgene-spécifiques (Tableau M.2).

2.2.2. RT-PCR

Nous avons utilisé le kit (Superscript Il Rtaseyvitrogen) qui permet grace a
l'utilisation d’amorces oligo dT de rétro-transerirsur toute leur longueur des ARN
polyadénylés. La procédure a été réalisée selonet@smmandations du fabricant. L’ADN
complémentaire synthétisé est ensuite amplifieR@R. Cette approche a été utilisée pour
analyser en double hybride [linteraction entre Igsnes VVNPR et les facteurs de

transcriptions/vTGA

2.2.3. Digestion d’ADN par des enzymes de restriction
Les endonucléases coupent spécifiquement I'ADN ténzare et génerent des
extrémités franches ou cohésives. Chaque enzymeestection présente une activité
optimale dans un tampon spécifique et & une tenpérdonnée. En général, I'’hydrolyse se
déroule a 37°C pendant 1 a 2 heures en présenaeydie a raison de 10 unités pour 1 pg
d’ADN a digérer.

125



Matériels et méthodes

2.2.4. Analyse de fragments d’ADN en gel d’agarose

Les fragments d’ADN obtenus aprés PCR ou digestiarymatique sont séparés par
électrophorése en gel d’'agarose dont le pourceftg8e 2% (p/v)] varie selon la taille des
fragments a analyser. L'ADN en suspension dansnepon de charge 6X [glycérol 15%
(v/v) ; bleu de bromophénol 0,2% (p/v)], est dépsséle gel préparé dans du tampon TAE
1X (Tris-acétate 40 mM ; EDTA 2 mM ; pH 7,8). Apré&ctrophorése, sous ampérage
constant (150 a 200 mA), le gel est coloré au bremiéthidium et les fragments d’ADN
sont visualisés sous lumiere UV et photographigsi@asysteme Gel Doc Quantity One
(BioRad). Ceci permet de veérifier I'intégrité dADN et d’estimer la taille des fragments par

comparaison avec un marqueur de taille (marquetaillie 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 aé@cmupes sous UV et purifiés en
utilisant le kit Macherey-Nagel « Nucleospin® Extrdl » selon la procédure décrite par le
fabricant.

2.2.6. Quantification

La quantité et la qualité des acides nucléiguesNAj@nomique, ADN complémentaire
et produits d’amplification par PCR) sont détermem@ar dosage spectrophotométrique a 260
nm (maximum d’absorption des acides nucléiques) 280 nm (maximum d’absorption du
noyau phénolique des protéines et des polyphénols).

L’absorbance a 260 nm permet d’évaluer la conctotran acides nucléiques sachant
gu’une unité de densité optique & 260 nm représthieg/ml d’ARN ou d’ADN simple brin
et 50 pg/ml d’ADN double brin. Le rapport de de@gptique entre 260 et 280 nm témoigne
de la pureté de I'échantillon. Un rapport supérieurégal a 1,8 atteste de sa pureté, un

rapport inférieur est souvent lié a une contamimagiar des protéines ou des polyphénols.

2.2.7. Ligation
La ligation est assurée par la ligase extraite attidsiophage T4 (T4 DNA ligase). Elle
catalyse la formation d’'une liaison phosphodiestdre les extrémités 3'OH libres et 5'P des
molécules d’ADN en présence d’ATP. La réactionréatisée avec une unité d’enzyme dans
un tampon spécifique pendant la nuit & 16°C.
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Antibiotiques  Milieu liquide  Milieu solide

Ampicilline 100 pg/ml 100 pg/ml
Kanamycine 50 pg/ml 50 pg/ml

Tableau M.3 : Concentrations des antibiotiques

Concentrations a ajouter dans les milieux LB liguidi solide pour les culturesed’coli.
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2.2.8. Culture des bactéries

Milieu LURIA-BERTANI (LB) : c’est un milieu compleutilisé pour la culture ¢. coli
qui contient 1% de bactotryptone, 0,5% de BactosYEatract et 1% de NaCl.

Milieu SOC : 2% Bactotryptone, 0,5% de bacto yeas$tact, 10 mM de NaCl, 2,5 mM
de KCI, 10 mM de MgGl 10 mM de MgS@et 20 mM de glucose.

Le milieu SOC liquide est utilisé lors de la trasrsfiation des bactéries, immédiatement
apres le choc thermiqueklcoli.

Les milieux sont stérilisés par autoclavage a 1208@dant 30 min puis additionnés, si
nécessaire, d’antibiotiques pour sélectionner édisiles résistantes. Les souches bactériennes
sont cultivées en milieu liquide sous agitation sur milieu solide par addition de 1,5%

d’agar, a une température de 37°C pour les soudresadt dE.coli.

2.2.9. Transformation de la souche bactérienne DH&
2.2.9.1. Préparation des cellules compétentes

Un volume de 100 ml de milieu LB est inoculé avanlsd’'une pré-culture bactérienne
en phase stationnaire. La culture est incubée @ avec agitation jusqu’a une absorbance a
600 nm de 0,2 a 0,4. La culture est centrifugé®@lBrpm pendant 8 minutes a 4°C. Le culot
est repris délicatement avec 20 ml d’une solutiorlderure de calcium 50 mM conservée a
4°C. Les cellules en suspension sont laissées ldagtace pendant 20 min puis sont a
nouveau centrifugées (6.000 rpm, 8 min, 4°C). Libtcest finalement repris avec 4 ml de
solution de chlorure de calcium additionnée de &lgc17% (v/v). Les cellules peuvent étre

utilisées tout de suite ou aliquotées par fraatierbO pl et conservées a -80°C.

2.2.9.2. Choc thermique

La transformation permet d’introduire de ’ADN damse cellule bactérienne héte dont
la paroi a été traitée par des ions calcium quirergent sa compétence a la transformation.

A 50 ul de cellules compétentes est ajouté 0,1udy He plasmide ou d’extraits issus
d'une ligation. Le mélange est laissé 20 minutessdia glace, puis soumis a un choc
thermique de 90 secondes a 42°C. Un volume de 86 milieu SOC est alors ajouté et la
culture est incubée a 37°C pendant une heure paunepiee I'expression des genes de
résistance aux antibiotiqgues adéquats. Les bastédet ensuite étalées dans des boites de
Pétri préparées auparavant avec un milieu séld€@i@bleau M.3) et éventuellement
supplémentées en X-Gal (40 pg/ml) permettant wiage blanc/bleu.
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Obtention d'un culot bactérien
1,5 ml de culture bactérienne d’une nuit
Centrifigation 5 minutes 13 000 rpma 4°C

Remise en suspension des bactéries
100 pl solution |
Tris-HCI 25 mM pH 8
EDTA 10 mM
Glucose 50 mM
Remise en suspension a température ambiante

Lyse alcaline des bactéries
200 pl solution Il
NaOH 200 mM
SDS 10%
Agitation douce par inversement et incubation 5Sutéss a température ambiante

Précipitation de I’ADN chromosomique
150 pl solution IlI
Acétate de potassium3 M
Acide acétigue 5M
Agitation douce par inversement et incubation 5Sutés a 4°C
Centrifugation 10 minutes 14 000 rpma 4°c

Précipitation de I'’ADN plas midique
Surnageant + 2 volumes d'éthanol 100 %
Incubation 2 minutes a température ambiante
Centrifugation 10 minutes 14 000 rpma 4°C

Lavage a I'éthanol 70 %
Séchage sous vide

Reprise du culot dans 30 pl d’eau

Tableau M.4 : Préparation d’ADN plasmidique par latechnique de lyse alcaline
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Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les bactérastransformées ne se multiplieront
pas car elles sont sensibles a I'antibiotique.dasnies sont ensuite déposées dans un milieu

sélectif liquide pour une nuit a 37°C.

2.2.10. Extraction de plasmides par la technique de la lysalcaline

Cette étape consiste a extraire I'ADN plasmidiqee Hactéries et de I'isoler. L’ADN
plasmidique a été préparé a partir d'une colonieatli d’intérét cultivée pendant une nuit
dans un milieu LB contenant le ou les antibiotigagpropriés. L’ADN plasmidique a été
obtenu par la technique de la lyse alcaline prégediéns le tableau M.4.

Le principe de cette extraction d’ADN est la misecentact du culot bactérien avec un
détergent anionique (SDS) et de la soude provoglearyse des parois cellulaires, la
dénaturation de 'ADN chromosomique et des pro®iransi que la libération de 'ADN
plasmidique. Pendant la lyse, les protéines bactées, les parois cellulaires et 'ADN
chromosomique dénaturé se complexent avec le SD&. €mplexes sont ensuite
efficacement précipités en remplacant les ions usodpar des ions potassium. L’ADN
plasmidique présent dans le surnageant peut er&rgteécupére par précipitation a I'éthanol.
Le produit final est ensuite analysé sur gel d’agarpuis éventuellement purifié grace au kit
commercialisé par Macherey-Nagel « Nucleospin® &bxttH ».

2.2.11. Séquencage
Le séquencage dans les deux sens des fragmentsrétira été effectué par la
plateforme de séquencage de I''BMP de Strasboupgela société Genoscreen (Lille) selon
la méthode de Sanger utilisant la Tag polymérage@&sence de didésoxynucléotides (Sanger
et al, 1977).

2.2.12. Conservation des souches de bactéries et de lewaire
Les souches sont conservées a -80°C dans 15% ad&glyconcentration finale), ce qui

permet de limiter la formation de cristaux a l'inéfir 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) : cdiguicomplet (extraits de levure
1% ; peptone 2% ; dextrose 2% ; pH 6,5) offre deglitions optimales de croissance pour la
plupart des souches &e cerevisiae

Milieu Synthetic Dextrose (SD) : le milieu SD est milieu synthétique utilisé pour la
culture des levures et qui peut étre déficient pmrtains acides aminés permettant ainsi la
sélection des transformants.

Milieu Yeast Nitrogen Base (YNB) : 1,7% YNB sansfatd d’ammonium, 5% sulfate
ammonium, 20 % dextrose.

Ces milieux (mis a part le milieu complet) peuvétre supplémentés en fonction des
auxotrophies des souches. Les levures sont cudtiaézB°C en milieu liquide sous agitation
ou sur milieu solide contenant 1,5% d’agar. En donts optimales de croissance, lors de la
phase exponentielle, le temps de génération edtld&0 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 esttectmique qui permet d’étudier les

interactions physiques entre deux protéinesvo.

2.3.2.1. Préparation des levures
Ensemencez 30 ml de milieu YPD avec une colonievige AH109. Le tout est incubé sous
agitation (220 rpm) toute la nuit a 28°C. Par léesyréchauffer 100 ml de milieu YPD a
28°C ensemencé avec 30 ml de la pré-culture. Liaireukst incubée a 28°C sous agitation
jusqu’a une absorbance a 660 nm de 2 a 2,2. Lareudst centrifugée a 3.000 rpm pendant 5
min a 20°C. Le culot est repris avec 40 ml de T€@ianmM pH 7,5 et centrifugé 5 min a 3.000
rpm a 20°C. Puis il est repris avec 50 ml de tamipéwe 1X (LiAc 0,1 M, Tris 10 mM, pH
7,5) et incubé 40 min a température ambiante smeyé agitation. La culture est centrifugée
a 14.000 rpm pendant 5 min a 20°C. Le culot esta@ment repris avec 2,25 ml de LiAc
1X.
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2.3.2.2. Transformation des levures par choc thgreni

Pour chaque transformation, on ajoute successivieh@®npul de cellules, 10 pl d’ADN
entraineur (sperme de saumon & 2 (ig.Jpréalablement dénaturé 5 min & 100°C puis
immédiatement refroidi dans la glace) et 'ADN aémrer. Il s’agira soit de 500 ng de
plasmide linéaire et 1 a 2 pg de fragment PCR [@otgcombinaison homologue vivo, soit
de 150 ng de plasmide circulaire. Le mélange esthi@ 10 min a température ambiante puis
300 pl d’'une solution de LIAC/PEG (40% de PEG 33&AgdLiAc) sont ajoutés.

Le PEG fragilise la paroi cellulaire et 'ADN eninaur facilite 'entrée des plasmides
dans les levures. Aprés homogénéisation par invest le mélange de transformation est
incubé 10 min a température ambiante puis 15 rdiR°&€. Apres une centrifugation de 4 min
a 14.000 rpm & 20°C, le surnageant est éliminéculet est repris dans 500 pl d’YPD puis
incubé 1 h a 28°C sans agitation. Le mélange estitteyé 4 min a 14.000 rpm a 20°C puis le
culot est repris dans 1 ml de Tris 10 mM pH 7,3.@@ pl sont étalés sur un milieu sélectif
déficient en acides aminés adéquats. Seuls les fdrar@ts ayant soit réalisé la
recombinaison homologue, soit intégré le ou lesmldes souhaités pourront pousser sur ce

milieu apres 2 a 3 jours d’incubation a 28°C.

2.3.3. Extraction d’ADN plasmidique des clones recombinarg de levure

Une colonie de la souche de levures d'intérétrestilée dans 5 ml de milieu sélectif
approprié. Aprés une nuit a 28°C sous agitationcUtiure est centrifugée a 3.000 rpm
pendant 5 min a 4°C et le culot est repris dans@%® tampon de broyage (Tris-HCI 10 mM
pH 8, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Triton 2%, SDS 1%)pres ajout de 250 pl de
phénol/chloroforme et de billes de verre (0,5 mm diamétre), le tout est mélangé
énergiquement avec un vortex pendant 3 min. Laela@gieuse est récupérée aprés une
centrifugation de 10 min a 12.000 rpm a 4°C. Ldadexcnucléiques sont précipités toute la
nuit & —20°C avec de I'’AcNHO,4 M et 3 volumes d’éthanol 100%. Une sédimenaties
acides nucléiques par une centrifugation de 40 &8Q00 rpm, 4°C, puis un lavage avec 1
ml d’éthanol 70% sont réalisés.

Une derniére centrifugation de 10 min a 13.000 gn¥°C est effectuée avant le

séchage du culot sous vide. Le culot est ensyitiésravec 40 ul d’eau.
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Faible : taches non délimitées et étendues — fructificatiabpondantes du
3 champignon — nombreux points de tapisserie — chufeuddes moins
précoce que dans la classe 1.

Moyen : taches délimitées, d'un diamétre de 1 a 2 cmetifications du
5 chamignon plus ou moins abondantes — formation déggde tapisserie
irréguliere.

Blevé: taches nécrotiques réduites — fructificationsgargoints de
tapisserie rares.

Trés élevé ou total taches nécrotiques ponctuelles ou absence de
symptdmes — pratiguement pas de fructificationsenpdints de tapisserie.

Figure M.1 : Principales étapes de I'évaluation quatitative de la résistance au mildiou.
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2.4. Evaluation de la résistance des plantes aux pathaggs
2.4.1. Récolte du matériel végétal et mise en place du gissitif
Une a deux feuilles de vignes (plantes cultivéeserre ou au vignoble) sont prélevées
entre la 8™ et la 16™ feuilles en partant du sommet du plant. Des disqie 1 cm de
diamétre sont ensuite découpés a I'emporte pieamll®ement, du papier absorbant est
humidifié et placé au font de chaques boites de. Rés disques sont alors disposés dans les

boites de Pétri face inférieure vers le haut.

2.4.2. Inoculation de I'agent pathogenePlasmopara viticola
La pulvérisation de I'inoculum (3.16pores/ml) s’effectue a l'aide d’un pulvérisateur a
main a réserve d’air comprimé en 1 fois 2 passdgeshboites contenant les disques foliaires
sont ensuite refermées et mises dans la chambreltee a 21°C et sous une photopériode
de 16h de jour / 8h de nuit pendant 6 jours soues lumiere blanche. Les conditions de
culture de I'inoculum au laboratoire sont plus faldes a l'infection et a la sporulation de

'agent pathogene qu’au vignoble.

2.4.3. Observations : Notations OIV
La nécrose des plantes et la sporulation de I'agatitogéne sont observées de maniére
concomittante par une observation visuelle utilidanhotation semi quantitative OIV 452
(Figure M.5) recommandée par I'Organisation Intéomale de la vigne et du Vin
(http://Inews.reseau-concept.net/images/oiv/cliesdéC descripteurs_2ed_FR.pdf).

Parallelement le nombre de spores a été comptéifBatcoulter).

3. Méthodes de bioinformatique

Les logiciels ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Toalk/stalw/index.html), BioEdit et
Finch TV nous ont permis de veérifier les données séguencages et de réaliser les
alignements de séquences. Le logiciel Blast (NC#Igté utilisé pour la recherche de
séquences nucléotiques et protéiques chez d'agsmaces présentant des homologies avec
les VVNPR et les VWTGA.

Les traductions des séquences nucléiques en s@&guaratéiqgues ont été réalisées sur le
site EXPASY (http://www.expasy.ch/tools/dna.html).
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Les arbres phylogénétiques ont été réalisés avéagieiel Phylo_win (Galtieret al,
1996). Les arbres phylogénétiques ont été cal@ués la méthode du « Neighbour joining »
(Saitou et Nei, 1987) en éliminant systématiquemestpositions « Gaps » des analyses.
Enfin, la technique du « Bootstrap » a été utilipéar estimer la probabilité de I'existence
des différents noeuds de chacun des arbres phylimgéss

Le contexte génomique de chacun des g&whdPRa été analysé avec le programme
PLACE « Plant Cis-acting Regulatory DNA ElementgHigo et al, 1999) disponible en
ligne sur le site PLACE (http://www.dna.affrc.gdRhACE/).

La recherche d'éléments transposables a été réalisaide du logiciel RepBase

(http://www.girinst.org/censor/index.php).
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-1603(-), -1518(-), -1280(-),
-1236(-), -1039(-), -971(-),
-954(-), -594(-), -355(-), -323(-)
-313(-), -309(-)

-1739(-), -1624(-), -1554(-),
-901(-), -872(-), -718(-), -679(-)
-476(-), -422(-), -214(-), -6(-)

EJement Séquence Position VVNPR1.1 Position VVNPR1.2 I'\”egulatlon
régulateur d’expression
i -1840(+), -1534(+), -85(+), .
10PEHVPSBD |TATTCT 1138(), -917(), -430() 794(-) Plaste
-300ELEMENT [TGHAAARK :Igig)' -1695(), -1978(,), -1552(+) Graine
Déshydratation
ABRELATERD1 |ACGTG -946(+) sénescence,
étiolement
ABREOSRAB21 |ACGTSSSC -1302(+) ABA, stress
osmotique
ACGTABREMOTI
FAZOSEM ACGTGKC -946(+) ABA
Déshydratation
ACGTATERD1 |ACGT -1933(+), -946(+)(-), -1302(-) |sénescence,
étiolement
AMYBOX1 TAACARA -1023(+) -589(-) a-amylase
AMYBOX2 TATCCAT -1410(+) a-amylase,
stockage sucre
ﬁgCEROK:ONSE AAACAAA -207(+), -1711(-), -529(-) Voie anaérobie
ANAERO2CONSH . o
NSUS AGCAGC -946(-) Voie anaérobie
ANAERO3CONSB 1 atcAc -473() Voie anaérobie
NSUS
Auxine, liaison
ARFAT TGTCTC -1884(+), -16(+) ARF1
-1367(+), -1041(+), 205(+), | 100 (+), -1626(+), -849(+),
-181(+), -1932(+), -997(+),
-799(+), -628(+), -508(+),
-534(+), -1857(+), -1835(+),
-13(+),-8(+), -895(+), -903(+),
-1444(+), -1319(+), -1257(+),
-087(+), -952(+), -782(+) -1556(+), -1529(+), -1513(+),
ARRI1AT NGATT : ! ' -1280(+), -773(+), -1998(-), | Cytokinines
-311(+), -1969(-), -1679(-),
-1954(-), -1932(-), -1895(-),
-1607(-), -1275(-), -1269(-),
-1861(-), -1706(-), -1674(-),
-1246(-), -1192(-), -1179(-),
-1523(-), -1351(-), -1336(-),
~1099C), -1072(), -746(),  |.11g5(). -1083(-), -813()
-640(-), -213(-), -103(-) ' '
as-1 élément
auxine,SA,
lumiere,stress
ASFIMOTIFCAM biotique et
Vv TGACG -1136(+), -1080(-) abiotique (as-1
élément), FT
TGA, SAR,
résistance maladje
AUXREPSIAA4  |KGTCCCAT -1033(+) Auxine, racine,
meristeme
BIHD10S TGTCA -1031(+), -1362(-), -475(-) -1847(+), -1095(-) Liaison FT BELL
BOXIINTPATPB |ATAGAA :gg;g)' -1622(-),-1532(), | 1979(.), -148() Plaste atpB
Liaison
i(LDXLCOREDCP ACCWWCC -452(+) -1062(+), -62() DCMYBL,
eliciteur PAL
-1921(+), -1665(+), -1176(+), | 1999(4) .1045(+), -1929(+),
-1052(+), -1026(+), -891(+),
-1671(+), -1230(+), -1105(+),
“816(v), -478(1), -446(+), 1084(+), -890(+), -424(+
-1993(), -1892(), -1846(), | L084(}), -890(+), -424(#), .
CAATBOX1 CAAT ' ' * [-232(+), -1856(-), -1828(-), Graine
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Elément Séquence Position VWNPR1.1 Position VWNPRL.2 Régulation
régulateur d’expression
-1646(+), -1436(+), -174(+),  |-1215(+), -1169(+), -361(+),
T1(+), -32(+), -1900(+), -68(+), -1382(+), -843(+),
-1874(+), -1813(+), -1687(+), |-317(+), -1644("), -1594(),
-558(+), -443(+), -62(+), -1591(-), -1574(-), -1534(-), .
CACTFTPPCAl |[YACT -1827(-), -1801(-), -1588(),  [-1292(-), -1129(-), -856(-), Mésophylle
-1571(-), -1497(-), -1418(-),  |-730(-), -467(-), -390(-), -280(-)
-1202(-), -1009(-), -982(-), -272(-), -138(-), -107(-), -95(-),
-929(-), -260(-) -34(-)
CAREOSREP1 |caacTc -1092(+), -1505(-), -539(-), 522() Glb_berelllne,
-267(-) graine
-1898(+)(-), -1865(+)(-), - N
CARGCWSGAT \(fv\gWWWWWW -1530(+)(-), -1457(+)(), -1719(+)() k,'g;osn ddoe;gea
-1327(+)(), -816(+)(-)
CATATGGMSAU i : -1472(+)(-), -1208(+)(-), )
= CATATG 1261(+)(-) 1164000, -186()0) Auxine
CBFHV RYCGAC égg(l_gﬂ -1019(+), -1446(+)(-), fI?c?izhydratatlon,
CCALATLHCB1 |AAMAATCT -1041(-) Liaison & CCAL
Augmente
CCAATBOX1  |CCAAT -447(+), -1603(-), -1518(-) :égg(l_(;)_"l'zz;f)“)' "1624(), | expression gene
: HS
CDAIATCAB2 |CAAAACGC -1040(-), -910(-) '('r':‘)'isr;)” DIRE
CEREGLUBOX1P _
SLEGA TGTTAAAGT -1650(+) Graine
CGACGOSAMY3 |CGACG -1017(+) ;:::II?Sggiucre
Expression
CIACADIANLEL circadienne
HC CAANNNNATC  |-1370(-), -294(-) -753(-), -12(-) (lumigre, feille,
pousse)
CMSRE1IBSPOA | TGGACGG -420(+) Sclf‘grt_’:hydrate'
CPBCSPOR TATTAG -831(+), -945(-) -1683(+) Cytokinine
CRTDREHVCBF2|GTCGAC -1446(+)(-) Froid
CTRMCAMV35S |[TCTCTCTCT  |-123(+), -121(+) Eggancer' CAMY
-1946(+)(-), -1800(+)(-), -1948(+)(-), -1291(+)(), )
CURECORECR |GTAC 237(4)0) 939(+)(0) Oxygeéne
-1912(+), -1829(+), -1822(+), | 1546(4) .1638(+), -1628(+)
-1818(+), -1761(+), -1542(+), | 54 "1 408(+), -1453(+)
~1484(+), -1420(+), -1250(*), 1 1101(), -981(+), -560(+),
L0180, 10(), 9190, | g7(4), 3p(+), -18400), 1703 o s P
DOFCOREZM  |AAAG ' ' : [-1833(), -1225(-), -1198(-),
-1635(-), -1431(-), -1206(-), -1190(). -1152(). -990(-) DOF
-1185(), -1121(:), -795(,), -986(-), -841(-), -758(-), -655(-)
~989(), -856(), -546(), 1641 g34(), -599(.), -442(.). -310(-)
'126(-)1 '114(')1 '79(')1 '69('): _ _ ’ _ _ ’_ _ '
21() 227(-), -81(-), -66(-)
DPBFCOREDCD( Liaison des b-ZIH
3 ACACNNG -1512(-), -1499(-) -1442(+), -282(-) FT (ABA)
251'572COREZMR ACCGAC -1221(+), -1019(+), -299(-) | SA, ABA
DRECRTCOREATRCCGAC -1221(+), -1019(+), -299(-) f?gizhydrata"o“'
E2FCONSENSUS|WTTSSCSS 78(+) Liaison & E2F
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D

E,l ement Séquence Position VVNPR1.1 Position VVNPR1.2 R,egulatlon
régulateur d’expression
-1951(+)(-), -1573(+)(-), -1940(+)(-), -1472(+)(-),
1512(+)(). -1499(+)() -1464(+)(-), -1208(+)(-),
EBOXBNNAPA [CANNTG ’ ' -1164(+)(-), -424(+)(-), Lumiére
33000, OO0 | 2TAM0), 259(+)(), -253()(-
'204("')('), -158(+)(-), '136(+)(' -186(+)(-)
-1856(+), -1505(+), -951(+), -1512(+), -772(+), -627(+), Liaison aux FT
EECCRCAHL  |GANTTNC -1427(-), -1093(), -106(-) |-1973(-), -432(-). -403(-), -74(-)|MYB LCR1
Liaison WRKY1
ELRECOREPCRP TTGACC -278(-) -1149(+), -516(-) et WRKY2, PR1,
SA
ERELEE4 AWTTCAAA -1425(+), -619(-) -499(-), -493(-) Sénescence
GADOWNAT ACGTGTC -946(+) Graine
GAREAT TAACAAR -1023(+), -220(+) Germination
graine
GARE10SREP1 |TAACAGA -589(-) Gibbérelline
) i i -1935(+), -1913(+), -1710(+),
1917(+), -1909(+), -1675(+), | 6354y 1272(+), -1267(+). |Liaison des FT
-1536(+), -1370(+), -370(+), | 10134) -689(+). -676(+),  |GATA, (Forte
GATABOX GATA -352(+), -320(+), -1619(-), ' ' : 'y
-479(+), -1666(-), -1410(-), expression,
-1416(-), -1303(-), -1220(-), lumie )
-1085(-), -992(.). -54(.) -1201(-), -1176(-), -996(-), umiére, nitrate)
' ' -930(-), -687(-), -262(-)
fS;CCCATGMS GGTCCCAT -1033(+) Auxine
-1940(+), -1939(+), -1917(+),
-1334(+), -1153(+), -1015(+),
:;gggg' ig%’?) '_312507(;'2_') -1935(+), -1710(+), -1503(+), |Liaison des FT
_1305(_5 _1111(_5 _950(_)' -1317(+), -1308(+), -1267(+), |GT1, (lumiére,
GT1CONSENSUS GRWAAW ' ’ ’ -1511(-), -610(-), -1668(-), stabilise complex
-926(-), -896(-), -729(-), -551(-)
-1224(-), -1197(-), -593(-), transc,SA,
-1977(), -1651(), -1398(), | 5703 "176(), -175(), -151(-)| pathogenessels)
-1344(-), -1222(-), -1162(-), ' ' '
-1126(-), -1110(-), -994(-),
-574(-), -163(-)
-1939(+), -704(+), -229(+),
-1977(-), -1651(-), -1344(-), | coary 47/(Y AE1(. .
GT1GMSCAM4 |GAAAAA 1162() -1126(). -574(), 593(-), -176(-), -151(-) Pathogéne
-163(-)
GTIMOTIFPSRB |KWGTGRWAAW 1653() Liaison avec FT
CS RW GT-1
-1461(+), -1242(+), -1137(+),
-1507(+), -1445(+), -259(+),  |-1128(+), -1096(+), -774(+),
GTGANTG10 GTGA -1965(-), -1647(-), -1437(-),  |-729(+), -641(+), -547(+), Pollen
-1265(-), -1029(-), -175(-), -33(1-473(+), -238(+), -1170(-),
-1064(-), -409(-), -362(-), -69(-)
IBOX GATAAG -1087(-) :;21(2_(;)' -1412(), -932(), Liaison LeMYB1
-1917(+), -1909(+), -370(+),  |-1935(+), -1710(+), -1272(+),
IBOXCORE GATAA -352(+), -320(+), -1304(-), -1267(+), -1667(-), -1411(-),  |Lumiére
-1221(-), -1086(-), -993(-) -931(-), -263(-)
IBOXCORENT |GATAAGR -1088(-) -1272(+), -1413(-), -933(-) Lumiére
-1648(+), 1561(+), -893(+), -1171(+), -1697(+), -363(+), . o
INRNTPSADB YTCANTYY -1894(-), -973(-), -262(-) 70(+), -22(+), -1907(-), ~1549(4 Initiateur, lumierg
LTRECOREATCO| ~~ac -1220(+), -1018(+), -484(-),  [ABA, froid,
R15 -299(-) sécheresse
MARABOX1 AATAAAYAAA  [-1706(-), -1702(-) A-Box
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Elément Séquence Position VWNPR1.1 Position VWNPR1.2 Régulation
régulateur d’expression
MARARS WTTTATRTTTW |-496(-) Elément ARS
-1659(+), -1658(+), -1657(+),
-1656(+), -661(+), -520(+),
MARTBOX TTWTWTTWTT  |-91(+), -1289(-), -908(-), -907(-)}-840(+), -839(+) Liaison
-755(-), -754(-), -738(-), -629(-)
-497(-)
-1809(+), -454(+), -1601(-), | Liaison a MYB,
MYBIAT WAACCA -716(-), -523(-) 1723(+) déshydratation
MYB1LEPR GTTAGTT -181(+) MYB
MYB2CONSENS Liaison a MYB,
USAT YAACKG -275(%), -1394() -253() déshydratation
Liaison a MYB
MYBCORE CNGTTR -1394(+), -275(-) égi(lg )iz'gg?f;)' -552(+), (ATMYB1 et
' ATMYB?2)
?:"ngOREATCY AACGG -274(+), -1394(-) Cyclin B1
MYBGAHV TAACAAA -1023(+) Liaison & MYB
MYBPLANT MACCWAMC -453(+), -775(-), -719(-), -526(-)-62(-) Liaison & MYB
MYBPZM CCWACC -451(+) -62(-) Liaison & P-gene
MYBST1 GGATA -480(+), -1410(-), -930(-), -687(t}iaison & MybSt1
MYCATERDL  |CATGTG -1512(+) -1464(+) Déshydratation,
senescence
Liaison a MYC
MYCATRD22 CACATG -1512(-) -1464(-) (rd228P1)
asm a5, | R 0
MYCCONSENSU | aAnnTG -1512(+)(-), -1499(+)(-), -1164(+)(-), -424(+)(-), Liaison a MYC
SAT -1339(+)(-), -1261(+)(-), 274(+)0), -259(+)(0). -253(+)(-
'204(+)(')v '158(+)(')1 '136(+)(' _186(+)(_)
-1638(+), -1628(+), -1564(+),
NODCONIGM  [AAAGAT -1912(+), -1542(+), -797(-) -1705(-), -1335(-), -1200(-),  |Nodule
-636(-)
-1644(+), -1472(+), 1089(+),  [-1192(+), -760(+), -312(+),
NODCON2GM  [CTCTT -116(+), -81(+) -559(-), -524(-) Nodule
-1186(+), -590(+), -1830(-), ) ) N Liaison & DOF
NTBBF1ARROLB [ACTTTA 17620) 443(+), -1647(-), -37(-) (NtBBF1)
-1638(+), -1628(+), -1564(+),
nglROOTNODL AAAGAT -1912(+), -1542(+), -797(-)  |-1705(-), -1335(-), -1200(-),  |Nodule racinaire
-636(-)
OSE2ROOTNODU -1644(+), -1472(+), -1089(+), [-1192(+), -760(+), -212(+), N
LE CTCTT -116(+), -81(+) -559(.), -524(-) Nodule racinaire
Promoteur du
PALBOXAPC CCGTCC -703(-), -419(-) géne PAL
-1764(+), -977(+), -738(+),
17150), 17060), 17023, | 1888, L7269, 11040, |0
POLASIG1 AATAAA -1698(-), -1239(-). -1065(.) :g%?_()-), -1781(-), -1734(-), polyadenylation
-962(-), -647(-), -597(-), -582(-)
-554(-), -516(-), -87(-)
-1872(+), -1867(+), -1763(+), |
-815(+), -679(+), -1722(-), Signal de
POLASIG2 AATTAAA 958(), -652(-). -330() -1777(-), -1772(-), -1691(-), polyadenylation

-598(-)
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Elément Séquence Position VWNPR1.1 Position VWNPR1.2 Reégulation
régulateur d’expression
-1783(+), -1610(+), -858(+),
-733(+), -624(+), -614(+),
-336(+), -192(+), -1849(-), -1184(+), -1612(+), -1500(+), |gi i de
POLASIG3 AATAAT -1779(-), -1735(-), -1412(-),  |-1785(-), -1608(-), -724(-), 0‘9" -~ derlation
-1299(-), -1296(-), -867(-), -721(-) polyadeny
-761(-), -673(-), -657(-), -579(-)
-345(-), -342(-), -326(-)
POLLEN1LELATS AGAAA -948(-), -727(-), -572(-). -549(-) -1346(+), -1318(+), -1309(+), Pollen
2 544() -187(). -125(). -113() -1980(-), -1701(-), -1419(-),
68() ' ' ' -989(-), -608(-), -591(-), -149(-)
PREATPRODH |ACTCAT -1148(+), -366(+) -1479(-), -789(-), -470(-) Géne ProDH
PRECONSCRHSH EEEQLERN',\'\I',\'\I';',\'\I -1274(+), -1220(+), -1018(+), |Promoteur du
70A HD -503(-), -287(-) géne HSP70A
PYRIMIDINEBOX Répression /
OSRAMY1A cerTTT -22(+), -1019() sucres, a-amylas|
SAE;EMENTZMZ AGGTCA -1793(+) Enhancer ZM13
-1985(+), -323(+), -1582(-), L
Liaison a FT
-1359(+), -1385(-), -808(-), -1572(-), -1559(-), -1532(-), .
RAV1AAT CAACA -289() -1495(). -823(), -818(-), -582(1 ?A'Vl (feuille,
551() acine)
gBCSCONSENSL AATCCAA -536(-) -1998(+), -905(-) Géne rbcs
REALPHALGLHC -453(+), -449(+), -1602(-), ) ) aary anry | Promoteur du
B21 AACCAA 773(), -717(-), -524(-) 1901(+) -129(+) -64() -600) | jane L hcha1
-1672(+), -1580(+), -1535(+),
-1307(+), -1230(+), -1168(+),
-942(+), -914(+), -869(+),
-832(+), -699(+), -659(+), -1912(+), -1754(+), -1741(+),
s MOTIFTAR | ATt -1861(), -1581(), -1453(.),  |-1684(+), -1601(+), -681(+), |Racine
-1323(-), -1308(-), -1175(-),  |-478(+), -192(+), -792(-)
-1136(-), -943(-), -915(-), -870(7),
-855(-), -700(-), -684¢(-), -611(-)
-494(), -198()
§ZREPEATBNNA CATGCA -1466(-) Graine
RYREPEATLEGU .
MINBOX CATGCAY -1467(-) Graine
S1FBOXSORPS1 ATGGTA -1205(+), -1290(-) Rfegullatlon
21 négative, plaste
SEBFCONSSTPR Liaison SEBF
oA yTeTCwe -1032(+), -17(+) (Liaison PR10a)
SEF1IMOTIF ATATTTAWW  |-914(+) Graine
SEF3MOTIFGM [AACCCA -1622(-), -879(-) Graine
-1776(+), -1718(+), -965(+),
-864(+), -532(+), -503(+),
-1036(+), -1865(-), -1457(-), .
[« -
SEF4AMOTIFGM7YRTTTTTR 402(), -1897(), -1787() 1694(+) Graine
-1768(-), -498(-), -490(-), -350(7),
-318(-)
Geéne nucléaire
SITEIIATCYTC |TGGGCY -1238(-) (phosphorylation
oxydative)
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Elément Séquence Position VWNPR1.1 Position VWNPR1.2 Régulation
régulateur d’expression
SORLIP1AT GCCAC -285(-) -387(-) Lumiére
SORLIP2AT GGGCC -1238(-) Lumiére
SORLIP5AT GAGTGAG -261(+) -1171(-) Lumiére
SPSBFIBSPSBIB |TACTATT -1874(+) Liaison SPSBF
SREATMSD TTATCC -1411(+), -931(+) Sucre
E;JSECOREATSU GAGAC -1982(+), -1883(-), -38(-), -15(-|-1378(+) Sucre
-1647(+), -1639(+), -1629(+),
-1830(+), -1762(+), -1485(+), |-1565(+), -1454(+), -1102(+), |, ...
TAAAGSTKST1 |TAAAG -1206(-), -1185(-), -589(.) -37(+), -1840(-), -1225(.), Liaison FT DOF
-1190(-), -599(-), -442(-)
TATABOX2 TATAAAT :gg;gf))’ “196(+), -1732(), | _1605(,) Initiation
TATABOX3 TATTAAT :égg?_gﬂ’ -340(+), -1326(), | 1g76(+) Initiation
-1197(+), -634(+), -609(+), ] ] L
TATABOX4 TATATAA 500(+), -1198(), -512() 1751(-) Initiation
-1778(+), -1734(+), -1714(+),
-1705(+), -1701(+), -1697(+),
:ééi?f;)’_ééé(lg(f)és'é?gd'(ﬂ' -1784(+), -1780(+), -1607(+),
TATABOX5 TTATTT ' ' ' -1919(-), -1889(-), -1885(-), [Initiation
-646(+), -578(+), -553(+), 17270). -1501()
-1784(-), -1765(-), -1611(-), '
-978(-), -734(-), -625(-), -615(-)
-382(-), -193(-)
-1294(+), -960(+), -913(+), i N
TATABOXOSPAL | TATTTAA 645(+), 687() 1779(+) Liaison & OsTBPP
EATAPVTRNALE TTTATATA -634(-), -609(-) Liaison & TBP
TATCCAOSAMY |TATCCA -1410(+) a-amylase, sucr¢g
TATCCAYMOTIF
OSRAMY3D TATCCAY -1410(+) a-amylase, sucrg
Promoteur du
TBOXATGAPB |ACTTTG -1421(-) -67(+), -98(-) géne GAPB
TELOBOXATEEF .
1AAL AAACCCTAA -226(+) Racine
TGTCACACMCU .
CUMISIN TGTCACA -1031(+) Fruit
Initiation
TRANSINITMON o
0COTS RMNAUGGC -1627(-) traduction
monocot
UP2ATMSD AAACCCTA -226(+) Bourgeon
axillaire
WBBOXPCWRKY W-box, Liaison
1 TTTGACY -1759(-) -1150(+), -516(-) WRKY
-1363(+), -593(+), -1758(-),  |-1149(+), -959(+), -250(+), ]
WBOXATNPR1 |TTGAC 15020, -277() 515() W-box, AINPR1
-502(+), -132(+), -1759(-), drox, Laison
WBOXHVISO1 |TGACT -1593(-), -1522(-), -1439(-),  [-958(+), -249(+), -143(+) . ion /
-470() (répression
sucres)
WBOXNTCHN48 |CTGACY -133(+) W-box, WRKY
-592(+), -132(+), -1759(-),
WBOXNTERF3 | TGACY -1593(-), -1522(-), -1439(-),  |-1148(+), -958(+), -249(+), W-box, NtERF3

-470(-), -1792(-), -1515(-),
-278(-)

-237(+), -143(+), -516(-)

(blessure)
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Elément Séquence Position VWNPR1.1 Position VWNPR1.2 Régulation
régulateur d’expression
-1362(+), -592(+), -475(+), ] ] ]
-132(+), -1791(-), -1758(-), _;é;‘?f)* )lziéﬁg(ﬁ)z’gi?gs(ﬂ' W-box, Osamy33
WRKY710S TGAC -1592(-), -1521(-), -1514(-), _143(+)' -1846(-5 _1079(1) (répresseur de
-1438(-), -1030(-), -469(-), 515() : ' ' voie GA)
-277(9)
WUSATAg TTAATGG -831(+) Bois
XYLAT ACAAAGAA -1433(-) Racine

Annexe 1: Récapitulatif des séquences régulatricgsotentielles de la région promotrice desvwvNPR1
identifiées par la programme PLACE (Higo et al, 1999)

Les éléments qui semblent intéressants ont étéudsuen rouge.

(+) et (-) indiguent respectivement si les séqusscat en position sens ou antisens.
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132 AT N
113 Feverse Frimer | Lo Kpnl  Sacl GamHl - spe

|
CAG GAA ACA CGCT ATG ACQCATG ATT ADGE CCA AGC TTG GTA COG AGC TOG GAT OCA CTA
GTC CTT TGT OGA TAC TG TAC TAA TEC GET TOE AAC CAT GEC TOG ACC CTA GET GAT

Bstx | EcoR EcoR |

|
GTA ACG GOC GOC AGT TG CTS TTC GO TT[ee— Iaxcda.-:"rcm:
CAT TEC O35 025 TCA CAC GAC CTT AAG CCE A TT CEE CTT AAG ACE
Ava
PaeAT |
EcoRV BsXl Nt Xho Nsi| Xba Apal

AGA THT COA TGA CAT TGG OS5 00G OTC GG CAT GCAlTCT AGA GE3 GOG AAT TCG[GGC TAT
TCT ATA GET AGT GTG ACC GOC GEC GAG CTC GTA OGT AGA TCT COC GGG TTA AGD |GGG ATA
3

T+ Promaber W13 Farward {-20 Primer
AGT GAG TOG TAT TACAAT TCA |CTG GOC GIC GTT TTA OaA CGT CGT GAC TGE GRA AAC
\\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CEE CAG CAA AMT gTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG /

\

Comments for pCRT2.1
3929 nucleotides

LacZo gene: bases 1-545

M13 Reverse priming site: bases 205-221

T7 promoter: bases 362-381

M12 (-20) Forward priming site: bases 385-404
f1 origin: bases 548-383

Fanamycin resistance ORF: bases 1217-2111
Ampicillin resistance ORF: bases 2128-2038
pUC origin: bases 3134-3807

Annexe 2 : Carte de restriction du plasmide pCR2.{Invitrogen)
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pEEETT Vechor infarmation PT324E-5
GEnBEank Actession 2 Submission In Frogress. Catzing & K1812-1

& c-Mys spiteps iag

L WATLSANIGEY A AGE actat
o Ty L‘“""‘""""‘“"f ALY DHA-Bi e g D armi 0
TCATCE BAR BAL AET AOT ARCAASEET CAR ARR CAGTTE ALT GTATCE CUE BAA TTT

.
;l' 11l ammoryg F e o

T Pramssis, s Bpheps g
IJTJ. ATACAALCTCALT J.TJ:E-BHWEEEGIEATE ATH BAE BAG DAG ARG CTO ATC TCA BAD BAE am-:ih
TR

Lt
Vi
CATATS BCC ATE GRE 00 BARTTO (05 G50 ATC CET D5A GOT BCA 504G BLC GCATRACTABCATARALIGE
Beel Mool S8 EooR) Tggg e BemH1 2al Psnl SRP. WTpe

':Ilu ng
M TardsrEr !

TI'BEEEIZ"']TLTI'MAEE-EI]TI'.TTI.'nAIE.EEEHTHTBDEDEHTEE-AEIIHUETMTFDEEGEMMTTEHATGATTF

::F!:

Wil

AT A TTT T ATTATTR AR T AR BTT ATARS AR AT AACTOTAT AL ARAT TTTARACT S ACT T AGCTTT TARAR GRS A58
T D52 v ped ) Py

AT RS T O B i
Feid Corem ag krd B

Aeairicion Mip dnd Munisls Cloalng See |MGS) of SI8HTT. Unicus isntodicn slies @ n Sod

DB-B:I:I'II-JTJEIZIM-
ECTT wehor expresses prateins fused o amino acds 1-147 of the GALS DhA bindng

IZI'EI'I'I-E||1 I'DHP.-E'D I '!'“.:Et fLiEon FE"I:I-'“‘l"IE ane E!'F!'EES-B:I a1 hign leveds fromshe constiiuinee A0
prometer (F, BCription 5 temminatss by e T7 and A0 T renswipton iemmmation signals
(T, L4T7 3150 contans e T7 promoler, 3 c-MyC Spioge tag, 3G 3 MCS, PeEKTT
rep&é‘%'s atonemausly Inbotn £ coland 5. carewsizetrom TepUC and 7 o, respectively. The
WemIr camas ha Han ':TEF«E-‘:'FEE-U-LTI In £ cofand the TAREPT nuintional markes far selediion in YESEL
ezt 5irans contalning pEEKTT exhibit a nigher fransformation etciency than sirans camying
aiher DA-S0 domaln vestars {1).

SRRET
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pizl KTT Veatar Irfermation

Uge

PSSRTT Is the DMA-BD Vechar Included with MATCHMAKER Two-Hybrid System 3 181211 The MCS of
PESKETT confamns unique resmiclion ER2E I Tame win the 3 end of e GALS DhA-SD for consrucing. Tusion
proteing with 3 Galt protein, The balf protein & alee expressed & 3 IUsion 10 3 c-Myo epmops fag. o-MyvE @gged
PreeEinG can be isentfed wilh antbodies ralsed to ihis common epfope, elimirasng e Nesd i penerabe speciic
antibodiss tonew proteins. The 77 promoter 16 used for 4 viro Iranecrption and wransialion of e epitope tagged
rusian proteln. Mot ihat the OA-ED I not expressed during the i Wi ranscrption and transiation reaciions

The MCE In pGEKTT Is compatible wan those in phiyc-CMV and pHA-CMV, CLONTECHS epitope tagged
mammallan sx ssk:rt'..'em:rﬁet|#H—EIII:1-1'.mmﬂlnpﬁﬂmﬁaﬁﬁmiﬂhmm&m yo-CM 2 pr-
T CLOMTECH's epliope tapges mammzlian expresslon veotor se1 (mw5003-10 &3 a resull, the target gera can
b= shtied Irco these wesiors I ormer 0 condfim prebeln Inkesacions im wWis

Locatlon of features:
= Tuncabed 5. carewslEe ADHT promoier (B, ) S501-736
= GALZ DA Dinging gomain [OMA-S0) pohvpeptide aming ackls 1-147: TR-1202
= T7 RNA polymerass promoeer 1213-12335
= T-MyC Epitope 130 124812650
= Wutipie Cloning Sie” 12811334
= Tramesipdion termination signais
T7 lerminalor 13351331
ADHT iemingior, 1214-1610
= pUC plasmid rephicatlon arigin: 13362638
= Kanamysn resleiance gena: d144-3223
= Yeasi 2 p repication odglne 43455453
= TP coding EEQUETITES
promaier; S558-6735
gene; 613 1-E7EE
= T1 pacteriophage origin of repilcalion; 675629
Locaflon of primers:
= 7 Eaquencing 2rimer; 12131233
= & DMA-BO Sequencing Primen 15101467
* MATCHMARER 5 DhA-SD Vachor insert Screening Amplimer (#5417 0 11551171
= MATCHMAKEZR I DNA-SD Vector Insert Screening Amplimer (F5417-1)0 150561465
Fropagation In E. coit
= Suitable host sralns DHSa, DHID & other general purpose sirans
= Seleciable marker. plasmid cormeds reslsiance o kanamplin (S0 pgimij in £ ool hosls
= £ oo FEpicatian origin: pUC
= Copy numiber. ~500
= Plasmid compalibd ty group: pMB1:Col EA
Fropagatlon In 5. cerawalze
= Suitable host elralnss Y157 (o), Y1EQ{a), SFYSI0{E ), O1345a), HETela), or ART0S a)
* Seieciable marker, TRPT
= & cereyislasorigina 2 p
Ralarence:
1. Leussl, O F . af &l [1907) Solecinguas 23 fif-84d
Wil 10 Puf chasT
SOHETY I a dmsvedie of pOOS-5 and b istnasd o e Unkonin 28 Bolseeo:

T perchos) o rdered e &1 rechmach fardodsei oy, B B Aol i S umesd ol 210 o Sle i it e B 8 sbred dar ireran i CLORTESH
bt iy (c] D vkl sl B0 mamde, v Ll 0 rmafilfeciuiog Somine o el cSh ST TR aj et o CLOM TEGH

Helw Thi efkched siiince e baa teen coendied bom mfemelien n 58 megueics detibeses, fulsintes il aml sthir s,
Mrgttar wilh prartial sesisvcas St by CLOMTECH. Thom il Sam mol bael) ooy sngos s

o 10, CLONTECH Lalxiwsasie, ine

CLONTECH Laboruierian. e, INTERRET. wivw. clorioaion o Pratupol & PTRE-§
] Wordon 2FEITIS

Annexe 3 : Carte de restriction du plasmide pGBKT?7 (Clontech)
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Annexes

pEADTT Al Veotor Infarmation FT3245-5
Cat. Nos: F0d442

G045

2 sy Friree

! 5 [ ]
Machraie I AULE-=mm Sorm i pdngiesr & -daiiiey i =
1858 CTATTC GAT HAT SR8 GAT ACC CUA DA AAC CLA ARA AR A RAH ATCTTT &AT ALCE ACT
&
LRLT 1
— (X2 4 Epfog g

— ik i
WIE CACTAT &GEGCEAGC GO Q0T ATE QRO TAC COA TAC GAC BTA CLA GAT TAC GCT

185 CAT ATEHGLC ATE GAGGLC ABT G5%A TTC [AC CCO EAT BEG CAT CAATALC GEG ATC CAT
TAdal o ] Chl BamHL
Hal Xmal
FEF

N o iy, S
0¥ CHAECT DEA GCT GLA CATHAATCOTAGATALT GAAS ARCCCOECAAGTTCACTTC

—:. Rl Nyabhoir 3 AD vt Rreis ) Arsinn

Bdl AACTETGCATCATECACTATCT
i &0 e p Frirer

PEADTTAD Vertor Map and Multipls Gioning St IMCS),

Lre soription

PEADTT AD iz & yoast expression vector that is designed to express & protein of intersst
fused toa GALL sctivation domain (A0; amino acids 7E2-881 | Transcription of the GAL4AD
fugion is driven by the constibatively active ADHT promoter (Fg 0 and is terminated at the
LD T transoription termination signal { Tiey, ) The GALL AD fusion oontains an M-terminal
SWED nuclear localization signal (SW40 NLS; 1) that targets the protein to the yeast nualeas,
and & hemagglutinin epitope tag IHATag), looated betwesn the GALAAD and the protein
of interest, that allows the protein to be sazily dstesotad with Ha-tag antibodiss.

The TV pramoter (Pl locatsd just upstream of the HA 1ag sequencs, allows (0 ovtro tran-
soription and translation of the Ha-tagged protein of interest (without the GAL4 AD and
the SW40 HLE). pGADTT AD replicates autonomoushy in both E cofiand 5 cerevisizs from
the pUC and 2 T ori, respactively. The vedtor also cortains an ampicillin resistancs gens
(Amp’l for seleation in £ ool and & LEUZ nutriional marker for szlacticn in yeast

(FREZZESS, publishad 5 January 2004)
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Annexes

pEADTT A0 Veatar Iomation

Lls=

pGADTT AD is the AD Claning Weotor providad in Clomtech's Matchmakesr™ Gold Yeast One- and Tao-Hybrid
Soresning Sysiemes (Cat. Mog. 830431 and E30488, recpectively). The veotor allows the gensration of GALS
AL fusion protsing from either a gesne of imerest or 3 cOMA library, Important: Genes must be oloned into
the MCS o that they are in-frame with the GALL A0 and HA tag ooding sequences. The vectoroan also be
used as & negative "pray'’ oontral for the One-Hybrid Syeetam.

GALA AlvHA-tagged fusion protsins sxpressed by the veotor can be detsoted with sither cur GALS 4D
Maonoclonal Amtibody (Cat. Mo, E30402Z) or cur HA-Tag Polyclonal Sntibody Cat. Mo, 8212071, Note: in
vitrotransariptionfiranslation fromthe T7 prom oter, lecated betwesn the GALLAD and HAtag sequences,
produces an Ho-tagged protein that lacks the GaLd AL Such proteing can be detscted by the Hé-Tag
Pohyclonal Antibody, but not the GALY AD Monoolonal Sntibody.

Location of features

] Pml[fulHerngth & carsvizizs ADHT promoteri 7-14752

+ Gald AD(GALYL aotivation demain with VA0 Mualear Localization Signal [MLE]
S0 MLS: 1R -1ERF
GALA famino scids TEE-2811 1661 -1205

+ O (T7 AMA polymerass promoteri: 12061927

+* HATag [hemagglutinin epitops tagh T82-1962

* MGCS imuhipleclening sitel; 1969-2041

* Ty (8 cerevisiae ADHT Tarm inatori: 2200-280E

+ LB ooding sequences: 2723-2814 jcomplem ertaryi

+ plMC ori (pUC replication origini 45315414

= Amp’ [ampisillin resistarce genel BEFA-6424 [samplementary

* 2 pori(Yeast 2 4 replication arigini: ©S0E-7 00

Location of prim=rs

= TT Saquencing Primer: 1801026

+ 3" AD Sequencing Prirmer: 2102-20532

# Mlatoh maker B' A0 LD-Insert Sorssning Smplirmer (Cat, Mo, G04730 1868-1228
+ Matchmaker 3" AD LD-Inzent Soresning Armplimer (Cat, Ma, @30433): 2070-2048

Propagation in E cofi

= Zuitable host srains: OHEx, DH1D & other general purposs sirains

+ Zzleciable makesn plasmid corfers resistancs to ampizillin (100 pg'mi 1o £ coii hosts
+ E ool replication arigin: pli

+ Copy number -6

+ Plasmid incompatibility group: pME1Col E1

Propagation in & censviziss

= Suitable host strains: Y1HGald, Y2HGeld, AH10EAMATS) YIS AATD, V190 AATSI, SFYE2EMATS|,
CG18A6(MATa), HFF ol M4Ta)

+ S=lectable maken LELE

+ 5 cersvizige arigin: 2 4

Reference

1. Chien, . T, Bamad, F L, Sternglany, R & Fisdds, E, (1801 Froc, Mar Acad, 5ol 554 8 05TeEED,

Mote: The vector sequence was compiled from information in the ssquence databases, publishad liberatars,
and other sources, together with partial ssquenoes obtained by Clontech Thiz vectar has net been completely
sequenaad,

Hortlos b Purchaser

Clontech products am bo be used for resaard) purposss only. M nol b wsad Tor @y oiher purposa, Including, bul et Hmisd
0, usa In drugs, In viro diagnest i purpeses, tharapaudos, or In humans. Qoniech produds may nol be ransfamed to third partias,
recoid, moded forresak, orussd io menuiedurs commerchal produsisor o provide 3 sanks o Hird paries wkhoul wreitan spproval
of Clonech Laboraonias, Inc.

Clortsch, Clontach o and al oihar rademarks ars ihe gﬂmﬂpirt:,' of Clortach Labo reborias, Inc., unkss roted oihenwles.
Clomsch o aTakara Bio Comipany. D000 Clonimh Laboratans, no.

Clonech Lak ok, 8L, wWrwE knechom Prods ool N, PTE248-5
| ‘Warskon Ho. FRECHE

Annexe 4 : Carte de restriction du plasmide pGADT?7 (Clontech)
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RESUME
La vigne est soumise a de nombreuses maladies quapli I'utilisation de produits
phytosanitaires en grande quantité dont l'utiisatest néfaste pour I'environnement et la
santé des utilisateurs. Un enjeu a terme est dondéwsgopper des méthodes alternatives a la
lutte chimique. Durant ces dernieres années, ddrem genes, protéines et autres molécules
impliqués dans les interactions plante / agentquathe ont été décrits. La protéine codée par
le geneNPR1 (Nonexpressor of pathogenesis-related geipgolie un réle clef dans la
résistance a large spectre chez les plantes. eedls tels que I'acide salicylique ou des
agents pathogenes couplés a I'accumulation desesm@etivées de I'oxygene influencent
I'activation deNPR1 dans le cytoplasme. La translocation de NPR1 dmnsyau et son
interaction avec des facteurs de transcription T@®Auit I'expression des geneBR
(Pathogenesiselated. Nous avons identifié par une approche géne dandisept
homologues potentiels des gen¢BR1 et TGA chezVitis vinifera (VWNPR1.1VVNPR1.2,
VWTGAla 5). L'étude de la diversité de séquences dans lemsexle 15 accessions de
Vitaceaeindique qu’ils sont soumis a une forte pressiorséection purificatrice. De plus,
I'analysein silico des régions promotrices d#gsNPR1montre la présence, d’élémemis-
régulateurs potentiels, en réponse aux stresgjbexiet abiotiques ainsi que des motifs de
liaison a des facteurs de transcription. Une éplde poussée des introns montre quelques
éléments transposables et un faible polymorphisams dix accessions dtis vinifera Ces
résultats argumentent en faveur d’'une pressioretketon forte agissant sur ces genes. Ces
différents résultats nous ont menés a formulerngpsthéses fonctionnelles et a réaliser une
étude d’interaction avec les facteurs de transonpfvTGAL et VVTGA4 par la technique du
double hybride. Ces deux facteurs de transcriptiomeragissent pas avec VVNPR1.1. Ces
expériences devraient permettre une meilleure céngmsion des mécanismes de défense de
la vigne ainsi que I'obtention de vignes plus r@sites aux agents pathogénes.

ABSTRACT
Numerous diseases affect grapevine, resultingarutie of phytochemicals in large quantities
that are harmful for environment and user’'s hedtihthe long term, the aim is to develop
alternative methods to chemicals. Moreover, inlgst few years, many genes, proteins and
other molecules implied in plant/pathogen inteatdi were described. The protein encoded
by NPR1 (Nonexpressor of pathogenesis-related ggnaays a pivotal role in conferring
broad spectrum pathogen resistance in plants. Aiiveof NPR1 in the cytoplasm is
influenced by elicitors such as salicylic acid athpgens associated with the accumulation of
reactive oxygen species. Translocation of NPR1 theonucleus and interaction with TGA
transcription factors induce the expressionRiR (Pathogenesis-relat@¢dgenes. Using a
candidate gene approach, we have identified seuttiye homologs ttNPR1and TGA in
the grapevine genom®{¢NPR1.1VVNPR1.2, VVTGAIfo 5). The study of sequence diversity
in exons of 15 accessions of tMéaceaefamily indicates that these exons are subjectea to
strong purifying selection pressure. Moreoversilico analysis in the promoters ¥vNPR1
shows putativeis-regulator elements, in answer to biotic and abistiesses as well as link
patterns to transcription factors. An intron stughows transposable elements and a low
polymorphism in six accessions Witis vinifera These results suggest a strong selection
pressure on these genes. Functional hypothesedaverelated, and an interaction study with
transcription factors VVTGA1 and VVTGA4 was condutiusing a method based on yeast
two hybrid, showing that they do not interact wWiwNPR1.1. These experiments should
allow a better understanding of defence mechanisméitis vinifera as well as to obtain
pathogen resistant grapevines.



