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«Pascal a fait remarquer, dans une métaphore planétaire, que la connaissance est comme une sphére
dans 'espace : plus on apprend, c’est-a-dire plus la sphére est grosse, plus on est en contact avec
I’inconnu (la surface de la planéte). C’est vrai. Mais n’oublions pas le principe des surfaces et des

volumes. Plus la sphére est grosse, plus le rapport du connu (volume) a l’inconnu (surface) est éleve.

Souhaitons que [’accroissement de [’ignorance continue a se développer dans ce rapport a
["accroissement de la connaissance. »
Stephen Jay Gould, Darwin et les grandes énigmes de la vie
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Présentation

Présentation

Le projet Arabidopsis thaliané&rwinia amylovoraa démarré au laboratoire des
Interactions Plas Pathogénes, (UMR 217) dirigé par Dominique Expert jusqu’en 2012.
Globalement, le probleme biologique étudié concémécanismes de I’effecteur de type I11
DspA/E, le facteur majeur du pouvoir pathogéne de la bactérie phytopatltgenglovora.
Alexandre Degrave, est le premier étudianhése a avoir travaillé sur I’interaction d’Erwinia.
amylovoraavec la plante non-ho#erabidopsis thalianal’octobre 2005 a juin 2009. Dans ce
cadre, Alexandre Degrave a construit des lignées transgéniquesggerieprimer I’effecteur
de maniére contrdlée dans la plante modesbidopsis thalianaC’ed sur ces lignées que j’ai
commenceé mes travaux de th@sedant mon stage de Master 2. J’ai recherché des protéines
interagissant avec DspA#E caractérisée stress oxydant intervenant lors de cette interaction.

Mes travaux de these encadrés par Mathilde Fagard ont été financés geilsewrse du
ministere de I’enseignement supérieur et de la recherche obtenue lors d’un concours organisé par
I’école doctoraledu gene a 1’écosysteme (ED145) de 1’université Paris Sud 11. J’ai également
bénéficié¢ d’une prolongation de trois mois suite au déménagement de 1’équipe sur le centre INRA
de Versailles-Grignon. Au cours de ma théss, dontribué a la caractérisation des lignées
transgéniques permettant d’exprimer DspA/E. En paralléle, j’ai travaillé sur des mutants de ces
lignées lesquels ont été sélectionnés pour la suppression de I’effet toxique de DSpA/E afin de
comprendre la fonction de cet effecteur dans la cellule végBtalézgalement poursuivi I’ étude
du stress oxydant au cours de I’interaction entre Arabidopsis thalianat Erwinia amylovora.
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Je commencerai mon introduction par une présentation de la plante dans son
environnement et des contraintes qui lui sont imposées d’une part par des facteurs abiotiques
(température, lumiére, nutriments, eau et métaux lourd&wete part par des facteurs biotiques
(virus, champignons, oomycetes, bactéries épiphytes, bactéries phytopathogénes nématodes et
insectes ravageuyrs

Dans un second temps, je décrirai les stratégies de virulence des agents pathogenes en
couvrant 3 grands typae¥agents pathogénes tels que les virus, puis les champignons, les
oomycetes et enfin les stratégies employées par les bactéries. Puis je me focaliserai sur le cas des
bactéries en détaillant notamment le r6le des effecteurs bactériens dans le contournement des
défenses de la plante.

Dans une troisiéme partie, je m’intéresserai au contexte de la plante en décrivant
I’'immunité végétale. Je me concentreraiut d’abord sur la mise en place de la défense appelée
PAMP triggered immunity (ou PTI) en décrivant les différents aspects développés par la plante
pour mettre en place cette défense et je décrirai comment les agesgepesipeuvent détourner
cette défense. Par la suite, je parlerai de I’'immunité spécifique nommée ETI pour « Effector
Trigger Immunity» et de sa suppression par les bactéries.

Enfin, je terminerai avec une quatriéme partie sur notre agent pathogene de référence
Erwinia amylovoraE. amylovory. Apres avoir décrit le cycle de la maladie je me concentrerai
plus particulierement sur les facteurs de pouvoir pathogéne de la bédgqigrgeavoir argumenté
sur les raisons dé&tlude de I’interaction entre I’espéce modele Arabidopsis thaliandA. thaliang
et la bactéri€. amylovoraje présenterai mes objectifs de the'sst-a-dire comprendre le role
de DspA/E dans I’induction de la mort cellulaire par une approche suppresseurs et appréhender
les mécanismes mis en place lors de cette mort cellulaire.
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Figure 1: Les facteurs en interaction avec la plante

La plante est soumise a des facteurs abiotiques qui lui sont bénéfiques et/ou néfastsdplidble de
capten’énergie lumineuse et d’assimiler du C@pour effectuer la photosynthése, elle assimile également
del’O; lors de la photorespiration ce qui limite la photo-inhibition mais qui easte@fluand elle est plus
importante que la photosynthése édar formes actives de 1’oxygéne peuvent étre produites. La plante
absorbe de I’eau par le systéme racinaire pour son hydratation, cette absorption est en strict équilibre avec
I’évapotranspiration ce qui lui permet de contrdler sa température. La nutrition minérale avec les apports
en azote pour les protéines, en ions minéraux pour 1’équilibre ionique mais aussi en cofacteurs
enzymatique et en phosphate pour I’ADN sont également importants. Enfin, certains facteurs tels que les
polluants pourront perturber le bon fonctionnement de la plante.

La plante est également soumise a plusieurs facteurs biotiques tels que les orggpifsygess qui
forment un écosystéme sur la plante. Elle peut étre soumise a des intsIzatimyénes, que soit en
partie aérienne ou racinaire, qui vont limiter sa croissance. Dans cedsjiies interactions bénéfiques
peuvent luipermettre d’assimiler des ressources présentesn quantités limitantes. C’est le cas de la
symbiose fixatrice d’azote qui permet a la plante de fixer 1’azote atmosphérique au niveau de nodules
contenant les bactéries fixatrices. Lors de la symbiose par mycorhization,téag#an assimiler du
phosphate organique.
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|. La plante dans son environnement

La plante est un organisme immokitgessile qui doit s’adapter de maniére permanente aux
contraintes imposées par I’environnement. Elle doit donc établir un juste équilibeepuiser les
ressources qui lui seront nécessaires pour effectuer la photosynthesestatoitrer naissanée
une descendance. Au cours de son existence la plante est confrontée a deux grands groupes de
facteurs qui vont influencer sa croissance, le premier groupe étant les facteurs abiotiques et le
second groupe les facteurs biotiques (Figure 1).

1. Les facteurs abiotiques

Les facteurs abiotiques représentent tous les phénomeénes physicpuies indispensables a
la surviede la plante comme 1’énergie lumineuse, la température, I’hygrométrie, les échanges
gazeux, les éléments minéraux présents dans le sol, mais aussi pouvant représenter un danger
pour sa survie tels que certains polluants ou une concentration trop élevée de certains minéraux.
Ces différents facteurs sont détaillés ci-dessous.

1.1 L’énergie lumineuse

La plante est un organisme dit autotrophe, c’est-a-dire un organisme qugiace a 1’énergie
lumineuse est capable de synthétiser ses propres sources de cgafieong ’activité
photosynthétique. Le processus permettant cette synthese de ressources se nomme la
photosynthese. iiérentes longueurs d’ondes issues diectement de 1’énergie solaire vont exciter
des antennes collectrices situées dans des organites spécialisés, les chloroplastes. Ces antennes
collectrices sont situées dans des réseaux de membranes des chloroplastes appelés thylakoides.
Ces antennes sont constituées de pigments (chlorophylle a, chlorophylle b et des molécules de
caroténoides). Ces pigments absorbent 1’énergie lumineuse qui est transférée a un centre
réactionnel constitué de deux molécules de chlorophylle a. Cette énergie lumineuse \egepermet
I’extraction des électrons aux molécules de chlorophylle a. Ces électrons serontearsféess
dans le reste de la chaine photosynthétique de proche en @loalaesfert d’électrons permet
I’oxydation de 1’eau et la réduction du carbone issu du £f@mosphérique en glucides le
cycle de Calvin-Benson (Farineau and Morot-Gaudry, 2006).

1.2 Latempérature

La température joue un réle important dans la vie de la plante. En effet, comme pour tout
autre organisme les variations de température auront une influence sur divers activités
enzymatiques mais également sur la fluidité membranaire. Une diminution drastique des
températures entrainera un ralentissement aaunoks réactions biochimiques de la plante. En
effet, une baisse de température allant jusqu’a 0 a 5°C entraine une diminution importante de
I’activité photosynthétique. Les espéces végétales adaptées a de telles températures ont une
production végétale trés diminuée (Farineau and Morot-Gaudry, 2006).



Introduction générale

Malgrél’adaptation de la plante auxstress chaud ou froid (changement d’orientation des
feuilles, modification dans la compostiiales lipides membranaires...) a long terme, les
changements de température peuvent avoir un impact non négligeable sur les cultures. En effet,
dans une revue récente parue dans Frontiers in Plant Science, des chercheurs expliquent que
I’augmentation de températurde 1’ordre de 3-4°C pourrait conduire a de grandes pertes en
termes de productivitde 1’ordre de 15 a 35% en Afrique et Asie et 25 a 35% au Moyen-Orient
(Bita and Gerats, 2013).

1.3 L’hygrométrie

L’hygrométrie (ou humidité relativedst un facteur fortement lié a I’activité photosynthétique.
Lorsquel’hygrométrie est peu élevée, la plante va limiterl’ouverture de ses stomateSafin d’éviter
une perte d’eau et le contrdle de 1’ouverture des stomates réduit les échanges gazeux diminuant
ainsi les rendements photosynthétiquesuinidité relative est donc un facteur qui peut-étre
limitant pour la croissance de la plante.

D’autre part, des dérégulations de I’hygrométrie environnante de la plante peuvent favoriser
le développement d’infections par des agentspathogenes. C’est le cas notamment des thrips,
vecteurs de maladies virales, dont le cycle biologique est accéléré dans un cas de forte
hygrométrie (Devergne, 1998).

1.4 Les échanges gazeux

Les échanges gazesiffectuent au niveau des ouvertures natleglcomme les stomates.
Chez les plantes ces échanges sont nécessaires non seulentaessupphotosynthétique avec
la fixation du dioxyde de carbone pour la synthese de sucres complexes nécessaires a la plante
mais aussi & photorespiration avec la fixation de dioxygéne empéchant ainsi laiphdiiion
lorsque la plante est soumise a un fort éclairement. Ces échanges gazeux sont dépendants de la
température et de ’humidité relative puisque la dissolution de Ioxygene et du dioxyde de
carbone varient en fonction de ces deux facteurs, par exdhagleité photorespiratoire
augmente lorsque la température augmente.

1.5 Les éléments minéraux

La plante a besoin d’assimiler des oligo-éléments (molybdéne, nickel, cuivre, zinc,
manganese, bore, fer et chlore) nécessaires en plus faibles qudntitédre du nano-molaire)
et des macroéléments (soufre, phosphore, magnésium, calcium, potassium et azote) nécessaires
en plus grande quanti¢de 1I’ordre du micro-molaire). La plupart de ces éléments servent entre
autres a la plante comme régulateig$’osmolarité des cellules (potassium, chlore, sodium).
D’autres servent comme co-facteurs enzymatiques ou de molécules impliquées dans |
métabolismémagnésium, manganése, fer). L un des macroéléments le plus importast]’azote
puisqu’il est le constituant essentiel des acides aminés et donc des protéines. Son assimilation se
fait essentiellement sous forme de nitrate qui est la forme majoritaire dans le sol sous nos
latitudes. Les ions nitrates (NPabsorbés par des transporteurs membranaires sont stockés dans
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la vacuole puis réduits en ions nitrites (NOgrace a la nitrate réductase au niveau du
cytoplasme. Ces ions nitrites sont transportés dans les plastes ou ils sont réduits en ions
ammonium (NH") par la nitrite réductase. Ces ions seront ensuite incorporés aux acides aminés
(Raven et al., 2000).

1.6 Les polluants

Les polluants sont des facteurs qui agisdentaniére négative sur 1’état physiologique de la
plante. lls peuvent se retrouver sous différentes farthepeuvent méme étre a ’origine
bénéfiques pour la plante et devenir néfakisgu’ils se trouvent en ers C’est le cas d’un
exces de phosphate qui provoque non seulement un brunissement et un noircisseeudigsles f
mais aussi une preécipitation du fer en cristal de phosphate ferreux provoquant ainsi une carence
en fer. Cet exces de phosphate stimule également la production de racines au détriment de la
partie aérienne. Un exemple proche de celui induisatifcarence ferrique, est 1’excés de
manganeése. Celai-entraine des carences en magnésium et en calcium car il peut se fixer sur les
mémes récepteurs que ces éléments. Il rentre ainsi en compétition avec ces élémaantelimi
absorption et leur transport par la plante. Les métaux lourds tels que le plomb ou le cadmium qui
peuvent étre trop concentrés dans des sols de zones industrielles, entrent aussi en compétition
avec les macroéléments. Enfin, malgré le fait que I’azote soit I’un des éléments les plus essentiels
dans la vie de la plante, il n’en reste pas moins préjudiciable lorsqu’il est présent en exces. En
effet, il favorise le développement végétatif de la plante au détriment du systéme racinaire. Cet
exemple au méme titre que celui de I’excés de phosphore peut étre préjudiciable en agriculture
(Hopkins, 2003).

2. Les facteurs biotiques

Les facteurs biotiques représentent tous les facteurs duguiaoint avoir une influence sur
I’existence des étres vivants dans un écosysteme donné. Ces facteurs biotiques sont sukdivisés
plusieurs catégories.

La premiére catégorie est constituée par des facteurs physic@pedsidiorigine trophique
(action du systéme racinaire de la plante sur le substrat, création de microclimat par le couvert
végeétal, modification de la composition du milieu par acidification des. 4@ sécrétion de
composés toxiques ou bénéfiguesauai modifier I’environnement chimique des organismes.
Un exemple trés largement ¢tudié, est 1’émission de flavonoides par les plantes de type
légumineuses qui vont attirer les bactéries de type rhizobium. Celle-ci vont synthétiser des
facteurs Nod détectés par la plante qui vont modifier sa physiologié’éfablir une relation
symbiotiquefixatrice d’azote (Hartwig et al., 1991). Ces exemples montrent que la plante peut
étre confrontée a des facteurs physico-chimiguespar d’autres organismes qui ont un impact
sur sa physiologie.

La seconde catégorie comporte les facteurs biotiques intraspécifiques, ces facteurs
s’exprimant au sein d’'une méme espece. En effet, pour une méme plante une compétition peut
s’exprimer au niveau des ressources. Pour un couvert végétal trop deiadsorption de lumicre
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est limitée pour les jeunes plantes. Cela peut étre aussi le cas du systeme racinaire et de la prise
d’éléments nutritifs du sol.

Enfin, la derniere catégorie est constituée des facteurs biotiques interspécifiques. Comme les
interactions entre un@ante et d’autres espéces. Ce groupe comprend un plus grand nombre de
facteurs. Les interactions de type neutre avec les organismes épiphytes vivant adadsegrfa
feuilles sans échanges avec la plante que ce soit bénéfique ou néfaste. Les interativess posi
comme 4 symbiose fixatrice d’azote est considérée comme une relation interspécifique ou la
symbiose de type mycorhizienne geitmet a la plante d’assimiler plus de phosphate inorganique
grace a I’action d’un champignon. Certaines interactions mutualistes sont bénéfiques pour la
plante. Par exemple, les composés volatiles synthétisés par une plante attaquée par un agent
pathogene, peuvent sernde messagers aux autres plantes leur permettant ainsi de mettre en
place des réactions de défenses contre une attaque éventuelle par ce méme agent pathogéne.
Enfin, parmi les relations interspécifiques, ils existent les relations de type parasitaire. Dans ce
cas la plante est confrontée a des agents pathogénes qui vont influencer sa physiologie
provoquant une maladie lorsque les réactions de défenses déclenchées ne sont pas en mesure de
bloquerla maladie (Ramade, 2009).

Au cours de sa vie la plante peut étre soumise a un grand nombre de contraintes physiques
(acces aux ressources, a 1’eau...). Mais sa physiologie peut étre modifiée lors d’une rencontre
avec des agents pathogénes. Cette rencontre peut occasionner non seulement une mialadie che
plante mais aussi une mise en place de défenses efficaces pour erip@bhiesement de la
maladie. Pour pouvoir effectuer leur cycle infectieux et contourner les défenses de la plante les
agents pathogénes ont mis en place plusieurs stratégies. Certaines de ces stratégies sont
développées ci-apres.

10






Virus Champignons Bactéries

A . B Spore > : C

I Appressorinm
Infection virale \

| : J »
) ‘ Secrétion
| B enTvmes ey Chissiotactisme
: 5 3 Hyphe pénétrant : - g 1 of motiliee
| \suk\' A0l gt :

VSR sUARNsviramx  RDRvirale ! - | [l
Il L] Q:'O /l \“'9

ARN de I'bite |

—~
AA Enzymes by of 9
/\/’ /\"AA bydrolytigues §% Effectenrs

SUARN fuvins I

ROR virale Taxines
Suppression l | ______ <4
du stieacing et ;
perturbation AA I
des miRNA de / v & : Sacres carboads, Ackes -
hite Silencing SIARN et silencing | | | aminés, Phosphate { "‘. Haustoriem
> -
1‘ \\ "-_,/"\
o <
| i S
. _ |
Maladie = '__f? injection oo
! ',l l d'effectenrs 0 L]
ey = 8y
Cellule vegétale | Cellule vegetale |

) 9

Figure 2: Exemples de stratégies de virulence des agents pathogénes

A: (1) Les virus utilisent entre autre, la stratégie VSR (pour Viral Suppeees®NA silencing), des
suppresseurs qui interferent avec les microABNShote conduisant a la maladie (2). En paralléle, les
petits SARNSs viraux peuvent directement « silensdes génes de I’hote due a la forte homologie de
séquence entre le génome viral et les géné&dhdle conduisant ainsi a la maladie (3). Ce « silencing
peut aussi étre induit par I’ARN polymérase virale dépendante de I’ ARN hoéte (ou RDR) qui synthétise un
ARN double brin sur un ARNm matrice de I’hdte dii a I’existence de motifs dans I’ ARNm qui ressemble a
I’origine de réplication du virus.

B: (1) Chez les oomycétes, lorsque la spore a genmépe germinatif s’allonge et & son extrémité un
appressorium se forme. De cet appressorium un hyphe pénétrant se développe et pénétre a I’intérieur de la
cellule végétale. A partir de cet hyphe des enzymes hydrolytiques, des toxineseatesrsefou des
SiARNSs seront sécrétés par le champignon. Ces champignons sont souvent des orgamsnoghiegc
car ils tuent les cellules pour récupérer leurs nutriments (2). Cectznspignons phytopathogénes
développent a partir de I’appressorium un haustorium qui sert littéralement d’organe de succion pour que

le champignon récupére les nutriments de la plante. Ces champignons sont le phitsleswrganismes
biotrophes car ils ne tuent pas les cellules pour récupérer les nutrimestgumsant ces nutriments
directemenvia leur haustorium.

C: Chez les bactéries, le chimiotactisme et la motilité sont impliquésadengliénce car cela permet ala
bactérie de détecter les signaux émis par la plante. L’exopolysaccharide est un facteur de virulence
puisqu’il permet aux bactéries de former des biofilms au sein des tissus de la plante. Les bgmtérient
neutraliser les défenses des plantes en utilisant différents systéemes de ségrégompermettent de
sécréter des toxines, des enzymes de dégradation de la paroi wégétatgsteme de sécrétion de type 2
et des effecteunga le systeme de sécrétion de type 3.
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2.1 Cas des virus

Les virus sont des parasites obligatoires des celpulegu’ils doivent effectuer leur cycle
réplicatif a I’intérieur des cellules vivantes. Ils sont constitués d’une capside qui entoure et
protége un acide nucléique de type ARN ou ADN et dans certains cas des protéines virales. Une
plante saine peut étre infectizadeux maniéres. Premiérement par transmission verticale ¢’est-a-
dire de plante a plante par multiplication végétative (tissus infectés portanttobesgsarirales)
par le pollen ou par les graines qui véhiculent également des particules virales. Deuxiemement
par transmission horizontal€est a dire par blessure mécanique (action du vent, de la pluie),
mais aussi par des vecteurs animaux (insectes piqueurs-suceursshrayraatodes et acariens),
des vecteurs végétaux (cas de la cuscute qui transmet les particuleviasdeshaustoria) et
par des champignons phytopathogéenes (par exdPoblenyxa graminigst un vecteur du virus
de la mosaique sur blé

De maniere générale, les virus utilisent la machinerie de la plante afin de répliquer leurs
acides nucléiques et de synthétiser leurs protéines que ce soit pour des virus a ARN ou ADN
mono ou bicaténaire. La plané€in d’éviter une utilisation de sa propre machinerie par les virus
pour permettre leur multiplication, met en place des réactions de défenses telles que les
mécanismesl’ARN interférant. Ces mécanismes se font a 1’aide de petits ARNS qui vont
reconnaitre des séquences sur les ARNs viraux. Cette reconnaissance permet a la plante de
dégrader les ARNs viraux grace aux protéines argonautes et au complexe RISC (pour RNA-
Induced Silencing Complex). En contrepartie, les virus contournent cette défense en mettant en
place la suppression HARN interférant a 1’aide de suppresseurs qui interferent avec la fonction
des petits ARNsle I’hote. Ces suppresseuds 1I’ARN interférant vont également supprimer
I’ARN interférence des genes de la plante héte permettant ainsi au virus de se multiplier (génes
de la machinerie de transcription ou traduction par exemple). Les virus utilisent également de
petits ARNs viraux (appelés siARNs pour Short Interfering ARN) qui peuvent éteirsdye ks
de I’hdte di aux fortes homologies de séquences entrei&ARNs et certains génes de 1’hote.

L’ARN interférence hbte peut étre aussi induite par les ARN polymérases dépendai&&\des

de I’hote (RDR) qui génerent des ARNs double brin sur un ARN matrice de I’hote. Ce méme

ARN double brin est par la suite dégradé par la cellule héte (Phytopathologenidéeulaires

et biologiques des pathosystemes et fondements des stratégies de lutte, 2003; Wan@bj al., 201
(Figure 2).

2.2 Cas des champignons et oomycetes

Les premieres étapes de 1’infection par les champignons phytopathogéenes et les oomycétes se
fait par contact c¢’est-a-direque 1’inoculum primaire correspond a 1’adhésion sur la cuticule des
spores des agents pathogenes. En effet, des mutants dont les spores ont perdu leur adhésion, ne
sont plus pathogénes. Cette adhésion se fait grace a un mucilage constitué de polysaccharides ou
de glycoprotéines. Cette adhésion peut se faire également par des interactiales éetteres
(protéines qui lient spécifiguement certains glucide$)hote et les polysaccharides du parasite.
Chez les oomycétes 1’adhésion se fait dés la germination de la zoospore. Une fois I’adhésion des
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spores du champignon phytopathogéne faite, ces spores germent, forment un tube germinatif et
mettent en place une structure essentjellir la pénétration de I’hote, I’appressorium dont la

forme differe en fonction de I’espéce. Par exemple, chez Botrytis cinerea(B. cinered
I’appressorium est trés simple et consiste en un léger gonflement de I’extrémité de son appareil
végeétatif filamenteux appelé hyphe. Cet hyphe est issu du tube germinatif et met en place une
pointe de pénétratiofhez d’autres espéces, cet appressorium est plus complexe et constitue une
structure séparée du tube germinatif par cloisonnement et peuvent étre uni ou pluricellulaires.
L’hyphe pénétrant issu de I’appressorium va ensuite passer soit par les ouvertures présentes a la
surface de la feuille (stomates et blessuses)en percant la cuticule de 1’hote. Pour cela, les
champignons possédent un arsenal de cutinases et de pectinases qui permettent de dégrader les
acides gras et la pectidela paroi végétale. C’est le cas par exemple de Magnaporthe griseéM.

grisegd pathogéne du rizt d’Alternaria brassicicola pathogene des BrassicB’autres
champignons ne synthétisent pas cet arsenal, mais utilisent plutét la pression comme force de
pénétration, la synthesk la mélanine qui recouvre la paroi de 1’appressorium permettant
d’exercer une pression allant jusqu’a 8 MPa (Corbaz, 1990; Robert and Catesson, 2000).

Tous les champignons phytopathogénes n’ont pas le méme comportement pendant I’ infection.
Lorsqu’un champignon phytopathogene provoque la nécrose des cellules, le champignon est
désigné comme un nécrotrophe contrairement aux champignons biotrophes ou hémibiotrophes
qui mettent en place des structures spécialisées comme les haustoriums qui absorbent les
nutriments de la plante sans détruire les cellules végétales. Le mycélium du champignon se
déplace alors entre les cellules en mettant en place ces haustoriums. Les cellules sont dans ce cas
tuéesau dernier stade de I’infection.

Une fois la pénétration de 1I’hote effectuée les champignons nécrotrophes vont synthétiser des
enzymes hydrolytiques ou des toxines qui vont provoquer la nécrose des cellules. Parmi les
toxines sécrétées on trouve des toxines qui agissent de maniére directe sur une cible comme
I’helminthosphorol de Bipolaris sorokinianaqui agit directement sur les pompes ATPases
permettant les échanges des catiohstHK’. D’autres toxines agissent de maniére indirecte en
passant par des voies de transductibest le cas par exemple de la fusicoccine synthétisée par
Fusicoccum amygdalCette toxine va provoquer une ouverture des stomates irréversible en
agissant sur la membrane plasmique de ces derniers. Ceci provoque unemotios d€et une
sortie de K et une entrée d’eau augmentant ainsi la pression osmotique et la turgescence des
cellules de garde (Corbaz, 199D)autres exemples de toxines qui agissent de maniéere indirecte
sont la fumonisine B1 et I’AAL-Toxine produites respectivement parsarium moniliformest
Alternaria alternata f. sp. lycopersidtes toxines inhiberntenzyme céramide synthase ce qui
provoque une forte augmentation des acides gras a longues chainesdddighgtosphingosine
et la sphinganine (Abbas et al., 1994 été montré que 1’augmentation de ces acides gras
longue chaine est associée a la réaction hypersensible {(p(Re¢Br et al., 2010).

Une autre stratégie adoptée par les champignons et les oomyceétes pour erisshis s la
plante, est la sécrétion d’effecteurs vial’hyphe pénétrant. Cette sécrétion d’effecteurs permet aux
champignons et aux oomycetes de contrdler 1’hote en manipulant le métabolisme de la cellule.

! Mort cellulaire programmée qui aboutit & une relation incompatible chez une planterésisia agent
pathogene
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Chez les oomycétes la plupart des effecteurs portent des motifs de type RXLR ou CRN. Ces
motifs sont impliqués dans la translocation de ces effecteurs. Chez les autres champignons, un
motif tres court en N-terminal le motif Y/F/Wx&Lété identifié mais aucune fonction n’a été
caractérisée. De plus, aucmotif de translocation conservé n’a été identifié (Yi and Valent,

2013).

Récemment, il a été montré gBe cinerea,au méme titre que les virus, est capable de
synthétiser des siARNs qui contournent la machinerie ARN interférent en interagissant avec
Argonaute d’ArabidopsisCes mémes siARNSs « silencent » sélectivement des djémesunité
de I’héte. Sur les 800 siARN#duits pendant 1’infection, 73 d’entre eux sont prédits comme
pouvant « silencer » les ARNs messagdeiishote et avec comme cibledes génes de I’immunité
d’Arabidopsiset de la tomate (Baulcombe, 2013; Weiberg et al., 2013). Ces résultats montrent
gue méme pour des entités du vivant tres éteigd’un point de vue phylogénétique, les
stratégies de virulence ne sont pas si différentes.

2.3 Cas des bactéries

Les bactéries pewunt vivre de maniére épiphyte c’est-a-dire a la surface des feuilles mais
cette vie épiphyte n’est que de courte durée pour les bactéries phytopathogenes. En effet, elles
mettent en place des structures qui vont les protéger de la dessiccation et des rayonnements ultra-
violets tel que I’Exopolysaccharide (ou EPS) en attendant de pénétrer dans les tissus de la plante
pour trouver les nutriments nécessaires a leur multiplication et a leur dissémination (Denny,
1995).Bien que I’EPS n’ait pas un role direct dans la virulence, il va cependant étre utile aux
bactéries pour la colonisation de la plante puisque cet EPS va protéger les bactéries des stress
présents dans les tissus de la plante. Que ce soit des stress induits par les bactéries elle-méme ou
générés par la plante. C’est le cas par exemple de la bactérie phytopathogéne E. amylovoraqui
résiste au stress oxydatif grace a son EPS I’amylovorane (Denny, 1995; Venisse et al., 2003). Cet
EPS permet dans certains cas aux bactéries de former des biofilms qui permettent aux bactéries
de survivre ou de coloniser les tissus de la plante (Rigano et al., 2007).

Un autre exemple de facteur qui n’a pas de role direct dans I’infection mais qui est utile aux
bactéries est la motilité. En effet, cette motilité, et ce notamment grace au flagetiet a la
bactérie de se mouvoir vers des composés de la plante qui attirent les bactéries. Cette attracti
est appelée chimiotactisme (Kentner and Sourjik, 2@8)exemples de facteurs qui n’ont pas
de réle directlans la virulence ont une importance pour la fitness des agents pathogénes c’est-a-
dire qu’ils vont conférer un avantage évolutif au sein des populations d’une méme espece
bactérienne sur une plante hote donnée. Par exemple I’absence d’EPS limite la formation de
biofilms et par conséquent la survie des bactéries dans les tissus de la plante.

Les bactéries phytopathogénes possedent également des taeiatios role direct dans leur
virulence mais qui ne sont pas nécessaires a leur survie ou leur multiplicatioleenchié. Ces
facteurs peuvent étre de nature différente. lls permettent aux bactéries de modifier ou de
manipuler le métabolisme de la plante soit par sécrétion de toxines, de composés hormonaux ou
de protéines. Ces composés sont sexwades appareils de sécrétion. Huit appareils ont été
identifiés jusqu’a présent et six ont été décrits comme ayant un role dans la virulence chez les
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bactéries phytopathogenes. Le systéeme de sécrétion de type 1 (ou SST1) est un sonmhéexe
similaire aux transporteurs de type ABC. Il permet la sécrétion de toxines comme la toXine RT

ou de lipases. Le systeme de sécrétion de type Il (ou SST2) permet la sécrétiairns peties

gue des protéases, des pectinases et des cellulas&§.2GE®nd d’un systeme Tat ou Sec qui

permet un premier transport de protéines dans le périplasme bactérien (Goosens et hes2013).
protéines sécrétées sont ensuite exportées dans le milieu extérieur par un complexe de protéines
formant un pore dans la membrane externe bactérienne. Le systeme de sécrétion de type 3 (ou
SST3)est une seringue moléculaire qui permet d’injecter des effecteurs directement dans les
cellules végétales, il sera décrit de maniere plus détaillée dans le paragraphe suivant. e system
de sécrétion de type IV (ou SSTed) capable de transporter de I’ADN et des protéines. Il a été

décrit pour la premiére fois chégrobacterium tumefacierdont il constitue le facteur de
virulence principal (Christie et al., 2005). Le systeme de sécrétion de type V (ou SST5) permet a
la bactérie de sécréter des adhésngeessaires posftattacher a son hote. Ce systéme dépend du

systeme Sec. Les adhésines sont donc sécrétées dans le pégpladnoelées ensuite par une
aguaporine insérée dans la membrane externe (Gawarzewski et al., 2013). Le systeme de
sécrétion de type VI (ou SST6) permet a la bactérie de mobiliser des effecteurs delhddss
végeétales. Cet appareil est constitué de 2 complexes. Le premier possede des homologies a une
gueue de phage T4 et le second est un complexe de protéines assemblées a la membrane
(Silverman et al., 2012).

La sécrétion de toxines est une stratégie de virulence importante pour les bactéries
phytopathogénes nécrotrophes. Un exemple de bactérie phytopathogéne qui synthéése et séc
des toxines trés connu est ’exemple de la bactériePseudomonas syringd®P. syringag. Elle
sécréte notamment la tabtoxine qui a un réle antimicrobien et induit une chlorose de la feuille par
inhibition de la glutamine synthetase enzyme qui permet la détaxi de I’ammonium qui
perturbe I’intégrité des membranes des thylakoides. Cette bactérie synthétise également de la
phaséolotoxine qui est un inhibitede 1’ornithine carbamoyl transférase. Cette inhibition
provoque une déficience @ool d’arginine intracellulaire qui conduit a une nécrose de la feuille.

P. syringaeest capable également de synthétiser la toxine coronatine. Cette toxine posséde une
structure analogue a la phytohormone 1’acide jasmonique (ou JA). Ainsi cette toxine se lie au
récepteur du JA, le récepteur COI1, entrainant une activation de la voie du JA qui rentre en
compétitionavec la voie de I’acide salicylique (ou SA). Cette derniére voie étant réprimée, les
défenses de la plante ne peuvent se mettre en place. Cette toxine, de plus, prevoguerture

active des stomates facilitant ainsi la pénétration de la bactérie danségBarliler et al., 1999;

Geng et al., 2012).

Dans le cas des composés hormon&usyringaeest capable également de synthétiser de
I’auxine (Costacurta and Vanderleyden, 1998, il a été réecemmeniontré que 1’application
d’auxine exogéne provoque une augmentation de la sensibilitéd’A. thalianavis-a-vis de la
souche sauvage &e syringaeBien que les auteurs émettent I’hypothése d’un antagonisme entre
la voie SA (impliquée dans la résistance a cette bactérié)IAA, ils montrent que cette
augmentation de la sensibilii€st pas due a la suppression de la voie SA (Mutka et al., 2013)

Les bactéries phytopathogenes ont également la capacité de mettre en place des complexes
protéiques élaborédin de sécréter et d’injecter des protéines soit dans le milieu extérieur ou
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directement dans les cellules végétales. C’est le cas par exemple du SST2 qui permet de secréter

des enzymes de dégradation de la paroi végétale (protéeleesque la bactérie est en contact

avec la cellule végétale. Non seulement le SST2 va permettre a la bactérie de passégngne barr
naturelle de la plante qu’est la paroi mais il va également permettre a la bactérie de récupérer des
nutriments (Jha et al., 2005; Lagaert et al., 2009). Le SST2 chez la baatkeiga dadantiest

essentiel pour son pouvoir pathogene puisque des mutants de ce complexe sont non-pathogenes
(Andro et al., 1984; Douet et al., 2009).

Enfin, certaines bactéries phytopathogénes a caractére Gram négatif possédentdaiSST3
permet la sécrétion et la translocation d’effecteurs de type 3. Ce complexe est trés connu chez les
bactéries pathogénes animales. Notamment, des bactéries dBajemyeellapuY ersinadont
des représentants comiviersina enterolitic&t Salmonella typhymuriuntilisent ce SST3 pour
injecter des effecteurs afin de coloniser les cellules de leur h6te (Michiels et al., 1991; Ramos-
Morales, 2012). Chez les plantes, les bactéries des grmaedomonas, Xanthomonas, Ralstonia
et Erwinia représentés pd?. syringae, Xanthomonas campesifi{¢ campestris Ralstonia
solanacearunfR. salanacearujretE. amylovorant un SST3 essentiel a leur pouvoir pathogéne
(Alfano and Collmer, 1997). En effet, des mutants du SST3 ne sont plus pathogénes montrant
ainsi I’importance de ce complexe (Alfano and Collmer, 2004). Le SST3 est historiquement
appelé HRP pour «Hypersensitive Response and Pathogenicity » chez les bactéries
phytopathogénes car comme cela a été montréxtsyzingae pv. Phaeseolicolies mutants du
SST3 n’induisent plus de HR sur plante non-héte (Lindgren et al., 1986).
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Figure 3. Comparaison entre le systeme de sécrétion de type 3 et le flagell
bactérien

(A) Le systeme de sécrétide type 3 est constitué d’un corps basal inséré dans la double membrane de la
bactérie, d’un pilus Hrp qui s’insére dans la paroi de la cellule végétale et d’un translocon qui s’insére
dans la membrane plasmique de la cellule végétale (B). Le flageljeaesa lui constitué d’un corps
basal inséré dans la double membrane plasmique de la bactérie dont la similarité avec le colyps basal
systéme de sécrétion de type 3 est forte. Le flagelle est aussi constitué d’un crochet et d’un filament situés

dans ¢ milieu extérieur (Modifié d’apres Biittner 2012).
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2.4 Le SST3 un complexe structuré et régulé

Le SST3 est un complexe protéique assimilable a une seringue. Son architecture est trés
proche du flagelle des bactéries. Il est composé de trois grandes parties. Premiépasside
un corps basal cylindrique inséré dans les deux membranes plasmique de la bactérien€ela per
de faire passer les effecteurs par les deux membranes de la bactérie sans transiter par le
périplasme. Leorps basal est surmonté d’un pilus Hrp qui constitue I’aiguille de la seringue et
dont la longueur varie selon 1I’espéce bactérienne. Par exemple chez les pathogénes animaux, le
pilus n’excede pas 60 nm contrairement aux bactéries phytopathogenes dont la longueur es
variable pouvant atteindre quelgues micrometres. En effet, la bactérie phytopathogene doit faire
face a la barriere pariétadent 1’épaisseur varie d’une plante a I’autre (Cornelis, 2006). Cette
longueur estl’ailleurs controlée grace a une régle moléculaire permettant ainsi la mise en place
d’un SST3 fonctionnel (Journet et al., 2003). Enfin, le SST3 se termine par un translocon qui
s’insére dans la membrane plasmique des cellules hotes formant ainsi un pore permettant de cette
facon aux effecteurs de passer dans le cytoplasme des cellules héotes. Ce translocon est largemen
décrit dans le domaine animal et des analyses de cristallographi8athremella flexneront
montré que ce translocon avait des similarités structurales avec des toxines sécrétées par des
bactéries qui forment des pores dans la membrane plasmique des cellules suggérant ainsi une
origine commune entre ces familles de protéines. Néanmoins, le translocon est nettement moins
étudié chez les bactéries phytopathogenes et sa composition précise reste inconnue (Buttner,
2012) (Figure 3)

Les génes du SST3 sont régulés de maniére fine. Les bactéries dont le pouvoir pathogéne
dépend de ce systeme n’expriment pas de maniére constitutive les génes du cluster Hrp. Ceci
permet a la bactérie d’utiliser 1’énergie nécessaire a la constitution de ce complexe uniquement en
cas de besoin c’est-a-dire dans les conditions retrouvéasplanta dans 1’apoplaste. Ces
conditions peuvent étre reproduitewitro lorsque la bactérie est cultivée en milieu minimum a
basse température et a faible pH (Tang et al., 2006). Le mode de régulation déspydaes
similarité entre eux et I’organisation structurelle des clusters, ont conduit & classer ces genes en
deux groupes. Le premier groupe comprend les clustedes genreErwiniaetPseudomonas
et le second ceux des genRastoniaet Xanthomonasl.es différences entre les deux groupes
s’expriment par une activation de cascades de signalisation différentes. Par exemple, dans le
premier groupele signal (nutriments faibles, pH et température faibles) est percu par une
histidine kinase HrpX. Cette kinase va phosphoryler un régulateur HrpY qui va induire
I’expression du régulateur HrpS. L’expression du gene HrpL va étre activée et la protéine codée
va se fixer sur tous les genes contenant une séquence promotrice ndmpxEx
(GGAACCNA-N14-CCACNNA) (Innes et al., 1993). Parmi ces génes;auve tous ceux codant
des protéines du systendep et des effecteurs de type 3 (Wei et al., 2000; McNally et al., 2012)
Pour le second groupe des gelmgs le signal est percu par la protéine PrhA qui est ancrée dans
la membrane végétale. Cette protéine va par la suite induire une cascade de signglisation
permet la levée de répressitinn répresseur nommé PrhR. De ce fait, le régulateur PrhJ va étre
activé transcriptionnellement par PrhL qaison tour vaactiver I’expression de HrpG.
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Exemplesi’effecteurs et leurs domaines dont certains ont été décrits en introduction. Tous ces effecteurs

possédent un domaine de sécrétion et la majorité un domaine de fixation a des mioafieesnes
(D’apres Dean, 2011).
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Au méme titre que HrpS, HrpG va activer HrpB qui se fixe sur les genes contenant la séquence
promotrice TTCG-Ne-TTCG appelé@rpll-box permettant 1’expression des géneshrp (Genin et
al., 1992; Fenselau and Bonas, 1995; Brito et al., 1999, 2002).

Une fois le SST3 mis en place dans les conditions de I’apoplaste, la bactérie synthétise son
arsenal d’effecteurs qui seront par la suite injectés directement dans le cytoplasme des cellules de
la plante. Ces effecteurs ont un réle essentiel pour les bactéries dont le pouvoir pathogéne dépend
d’un SST3. En effet les effecteurs vont manipuler le métabolisme de la cellule hqtenseiples
défenses de la plante pour finalement permettre aux bactéries de coloniser les tissus de la plante
(Kjemtrup et al., 2000; Alfano and Collmer, 2004; Gurlebeck et al., 2006). Un descriptif de ces
effecteurs etleleurs fonctions sera décrit dans le paragraphe suivant. Le rble de ces effecteurs
dans le contournement des défenses des plfenidSobjet d’un autre paragraphe.

2.2 Les effecteurs de type 3 : Des facteurs de virulence majeurs

Les bactéries dont le pouvoir pathogéne dépend des effecteurs peuvent les utiiseece
concertée comme chez la bactéfie syringaeafin d’abolir les défenses de la plante. Les
effecteurs peuvent aussi étre remplge@si’autres effecteurs issus du méme sécrétéme de la
bactérie. Dans ce cas, les effecteurs possedent la méme fonction bioelsippglée redondance
fonctionnelle. C’est le cas de la bactérie R. solanacearurqui injecte des effecteurs de la famille
GALA (effecteurs possédant un domaine de répétition riche en leucines (ou LR&)tegntain
motif GAXALA). Les simples mutants de ces effecteurs sont toujours pathogénes. Par contre des
mutations dans les 7 genes codant ces effecteurs affectent le pouvoir pathogénetéeda bac
(Angot et al., 2006). Un cas de redondance fonctionnelle existe égalemeRt sjieagaeavec
I’exemple des effecteurs AvrB et AvrRPM1 qui modifient la méme cible végétale RIN4 en la
phosphorylant (Mackey et al., 200€ps deux exemples illustrent le fait que 1’étude du rdle d’un
effecteur n’est pas chose aisée. Enfin le pouvoir pathogéne de certaines bactéries dépend d’un
seul effecteur. C’est le cas d’E. amylovoraavecl’effecteur DspA/E (Gaudriault et al., 1997).

Les effecteurs sont nommeés en fonction de la méthode qui a permis de les découvrir. Par
exemple, des effecteurs nomn#ég ont été identifiés comme étant destpines d’avirulence
qui déclenchent la HR chez certains génotypes hotes. D’autres ont été identifiés par I’étude des
sécrétdbmes bactériens dépendant du SST3 comme celui duvgesiréaavec les effecteurs
nommeésyop(Trosky et al., 2008) ou avec les effectedap de P. syringag(Lindeberg et al.,
2006). Les effecteurs de type 3 sont des protéines constituées de diffénesitses qui vont leur
permettre d’assurer leur rle dans la cellule végétale (Figuie 4

Les effecteurs possédent un signal de sécrétion situé dans les 20 a 30 premiers ac&gles aminé
N-terminaux (Sory et al., 1995; Buchko et al., 2010). Ce signal de sécrétion est’sulivi
domaine de translocation et le plus sattv@un domaine de liaison a de petites protéines
appelées chaperonnes codées le plus souvent sur un gene proche au geheféadantde
type 3. Les effecteurs de type 3 se lient aux protéines chaperonnes grace a un domaine nommé
domaine CBD (Chaperone-Binding Domain) situé dans les 100 premiers acides aminés N-
terminaux qui permettent aux effecteurs d’€tre dans une conformation stable lors de leur injection
dans la cellule végétale (He et al., 2004).
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Nom de I’effecteur

Fonction biochimique

AvrB

AyrPto

AvrPtoB

AvtRpm1

AvrRpt2

HopAO1

HopAll

HopM1

HopU1

AvrXa27

AvrBs3

XopD

PopP2

GALAs

Pseudomonas syringae
Kifase Phosphoryle RIN4, RAR1
Inhibe FLS2, BAK1, EFR,
Pto
Ubiquitine et dégrade
E3 ubiquitine ligase FLS2, Fen, CERK1.
ubiquitine EFR et BAK1
Kinase Phosphoryle RIN4
Clive RIN4, stimule
Protéase turnover des protéines de
la voie des auxines
Provoque la suppression
Tyrosine phosphatase du dépdt de mse
; Déphosphoryle MPK3,
Phosphothréonine lyase MPK4 et MPK6
Provoque la dégradation de
AtMIN7 Réduit
I'expression de PR1
Mono-ADP ribosyl A
transférase Cible OREY
Xanthomonas species
Active la transcription de
Facteur de transcription Xa27 conduisant  la
résistance duriz
oo Active la transcription des
Facteur de transcription génes UPA20 et BS3
Désumoyle SIERF4
SUMO-protéase induisant la répression de

lavoie éthyléene

Ralstonia solanacearum

Interagit avec RRS1-R et

Acétyltransférase A fai
provoque I'immunité
Détournent lamachinerie
Protéines a F-box du complexe SCF

ubiquitine ligase de I'hote

Référence

Mackey et al., 2002; Kim
etal., 2005; Shang et al.,
2006

Shang etal.,
2008; Xiang et al., 2011

Jansusevic et al., 2006,
Gohre et al., 2008; Shan et
al., 2008; Gimenez-Thanez

etal., 2009

Mackey er al,, 2002; Kim
etal., 2005; Shang et al.,
2006

Mackey et al., 2003; Cui et
al., 2013)

Bretz, Espinoza et al.,
2003; Underwood et al.,
2007
Zhang et al., 2007; Zhang
etal., 2012

Gangadharan A etal,,
2013

Nicaise eral,, 2013

Gueral., 2009

Boch et Bonas, 2010

Kim eral,, 2013

Tasset etal., 2010

Magori et al., 2011

Tableau 1: Exempleal’effecteurs dont le role a été décrit

22



Introduction générale

C’est le cas par exemple de la protéine HopAl deP. syringaequi interagit avec sa chaperonne
ShcA dont I’interaction a été mise en évidence par cristallographie (Janjusevic et al., 2013).

Les effecteurs présentent également des domaines fonctionnels servant a leur adressage
comme I’effecteur AvrBs3 de Xanthomonas campestiv. Vesicatoria(XcV) qui possede un
domaine de localisation nucléaire (NLS) en C-terminal. G&lui-permet d’étre transloqué dans
le noyau gréace aux importines alpha (Szurek et al., 2D0&Jecteur PopP2 de R. solanacearum
possede quant a lui une séquence NLS en N-terminal (Dean, 2011). Des domaines différents de
localisation a la membrane plasmique ont été également identifiés chez les effecteurs de type 3.
C’est le cas pour le domaine PPR qui est constitué¢ d’une région répétée de 20 motifs
pentapeptides situé dans la partie C-terminale des effecteurs. Un domaine MLD (pour Menbrane
Localization Domain) permet également aux effecteurs de cibler la membrane plasmique (Dean,
2011) Pour d’autres effecteurs, des motifs présents dans leur séquence, suffisent a leur
localisation. Par exempl&ffecteur AnkB de Legionella pneumophil@.. pneumophilapossede
un motif CaaX de prénylation dans sa partie C-terminale qui lui pettéet ancré a la
membrane plasmique. Cet ancrage est nécessaire a la fonction de I’effecteur (Price et al., 2010)

Des motifs de N-myristolylation peuvent étre trouvés dans les effecteurs et ces motifs sont
essentiels poda virulence. C’est le cas des effecteurs de la famille HopZ (HopZ2 et HopZ1a) de

P. syringaedont la myristoylation est importante a la fois pour leur localisation a la membrane
plasmiqueet pour leur activitéle virulence et d’avirulence chez A. thaliana(Lewis et al., 2008)

C’est aussi le cas de I’effecteur XopE2 qui possede un motif de myristoylation accompagné d’un

motif de palmytoylation important pour sa virulence (Thieme et al., 2007).

Des domaines de localisation aux organites ont été aussi décrits damatiaritt€ecffecteur
Hopll par exempl@osséde une séquence putative d’adressage au chloroplaste. Cet effecteur
localiséauniveau du chloroplaste cause un remodelage des membranes des thylakoides grace a
son domaine J et supprime ’accumulation de SA annulant ainsi les défenses de la plante
(Jelenska et al., 2007). Les effecteurs possédant un motif MTF (Mitochondrial Targeting
Sequence) en N-terminal seront localisés a la mitochor@st le cas de I’effecteur EspF
d’Escherichia coli (E. col). Sans ce motif, EspF est incapable de diminuer le potentiel
membranaire des mitochondries conduisant ainsi a la mort des cellules HeLa infectées (Nagai et
al., 2005).

En plus de posséder des domaines de localisation dans les différents compartiments cellulai
ou membranaire important poliactivité de virulence des effecteurs, ces derniers présentent
aussi de multiples fonctions biochimiques qui leur permettent de contourner les défenses de leurs
hétes (Tableau 1). En effetrtins effecteurs peuvent ubiquitiner ou provoquer 1’ubiquitination
des protéines de 1’hote ce qui va conduire a la dégradation de la protéine cible. C’est le cas de la
kinase Fen qui est reconnue par I’effecteur AvrPtoB qui possede un domaine E3 ligase en C-
terminal. Ce domaine permet de polyubiquitiner la kinase Fen. Cette polyubiquitination est
reconnue par la machinerie du protéasome provoquant ainsi sa dégradation (Rosebrock et al.,
2007; Chien et al., 2013). Les effecteurs de la famille GALA du geaistoniadétournent quant
a elles les E3 ligases de I’hote pour I’ubiquitination de leurs cibles (Angot et al., 2006).
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Les effecteurs peuvent avoir également des fonctions de protéases qui dégradent directement
leur cible ou qui altérent les modifications pastiuctionnelles de leur cible. C’est le cas de
I’effecteur XopD de (Xcv) qui clive des protéines sumoylées dans le noyau de la cellule végétale
chezNicotiana benthamiangHotson et al., 2003).

Une autre fonction biochimique des effecteurs décrite est la déphosphorylation des protéines
de I’hote. C’est le cas de I’effecteur HopA1 qui déphosphoryle les kinases MAPK3 et MAPK6
(pour Mitogen Activated Protein Kinase) d’A. thaliana Cette déphosphorylation a pour effet
d’empécher I’activation de la transcription de genes de défense, empéchant ainsi la plante de se
défendre (Block and Alfano, 201 1) effecteur AvrPto empéche I’activation des MAPK3 et 6
bloquant ainsl’autophosphorylation des récepteurs FLS2 et EFR normalement activés lors de
détection des PAMPS comme la flagelline et EF-Tu.

ChezP. syringaaune autre fonction a été décrite ptdffecteur HopU1. Il cible la protéine
GRP7 une protéine qui chaperonne des ARNm impliqués dans les défenses d’A. thaliana et
transfére un ADP-ribose sur GRP7. Ceci va empécher GRP7 de se lier a ses ARNm cibles, cette
acton va ainsi limiter la mise en place des défenses de la plante (Jeong et al., 2011).

Enfin, certains effecteurs sont capables d’altérer le cytosquelette de la cellule hote afin de
modifier de nombreux processus physiologiques mettant en jeu la dynamique de la cellele tel qu
les mécanismes d’endocytose, de sécrétion de division cellulaire et de trafic cellulaire. L’effecteur
HopZla est capable d’acétyler les tubulines des microtubules empéchant ainsi leur
polymérisation. Ceci inhibe la déposition de callose (une réaction de défense) a la surface de la
cellule, les polyméres de callas@tant plus transférégia le réseau de microtubules (Lee et al.,
2012).

Je m’intéresserai par la suite aux défenses des plantes et décrirai les différents niveaux de
défenses. Un parallele avec des exemples de contournement des défenses des plantes par les
bactéries phytopathogénes sera décrit.

ll. Les défenses des plantes et leurs interactions avec les agents pathogenes

Les plantes sont des organismes sédentaires qui ne peuvent éviter le danger par la fuite. Elles
possedent donc des moyens de défenses qui leur permettent de résister aux atjeesaions
pathogenes. Ces moyens de défenses commencent par ce que I’on appelle les défenses préformées
ou constitutives’est-a-dire les défenses existantes avant la présence d’un agent pathogéne. Dans
le cas ou les défenses préformées ne sont pas suffisantes pour empécher un agent pathogene de
pénétrer dans les tissus de la plante, la plante met en place ce que 1I’on appelle la défense induite,
une défense impliqguant des changements du métabolisme de la cellule végétaleléfmetsdn
de I’agent pathogene. Ce chapitre présentera donc ces deux types de défenses. Les défenses
préformées seront décrites dans un premier temps puaéstmaissance de I’agent pathogéne et
les défenses mises en place suite a sa reconnaissance seront présentées dans un second temps.
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1. Les défenses préformées

Les défenses préformées sont les barrieres présentes constitutivement chez la plante. Ces
défenses se classent en deux grands groupes ; les barriéres physiques et chimiques.

1.1 Les barriéres physiques

Ce type de barriére est constituésthactures souvent observables a 1’ceil nu, telles que la
cuticule, les trichomes ou les cires. Des structures qui constituent la paroi des cellules végétales
comme la lignine, les composants des fibres (cellulose, hémicellulose) et les pectines
appartiennent a cette catégorie de barriérésorce des arbres est une barriére solide qui limite
I’entrée des agents pathogenes qui ne peuvent pénétrer que par les lenticelles, ouvertures
naturelles présentesr 1’écorce (Drénou, 1999). Ces barrieres physiques peuvent donc étre
contournées par les agents pathogames$es ouvertures naturelles de la plante, comme les
stomates, les hydathodes, les nectarthodes ou les bledsugeat pathogéne sera ensuite
confronté aux barrieres chimiques préexistantes.

1.2 Les barriéres chimiques

Lorsque I’agent pathogene a réussi a pénétrer a I’intérieur des tissus de la plante il peut étre
confronté aux barrieres chimiques préexistantes de la plante. Parmi ces composés on trouve les
métabolites issus du métabolisme secondaire qui ont des propriétés antimicrobiennes ou
antifongiques. On trouve notamment des glucosides, des saponides et des composés phénoliques
constitutifs appelés phytoanticipines (a ne pas confondre avec les composés phénoliques induits
appelés phytoalexines). Les phytoanticipines sont souvent stockés dans la vacuole éaparfois
des cellules spécifiques puisérés lors d’une interaction avec un micro-organisme. C’est le cas
par exemple des glucosinolates qui sont stockés dans la vacuole sous forme inagtigen@grd
glucose qui les rends stables). Si I’intégrité de la cellule est touchée ces molécules sont relarguées
et interagissent avec une enzyme appelée myrosinase qui hydrolysgeride de ces molécules
les rendant ainsi instables. Des dérivés toxiques pour les herbivores et les micro-organismes tels
gue des isothiocyanates et des nitriles dérivent par la suite de cette molécule (Chen and
Andreasson, 2001; Phytopathologie: Bases moléculaires et biologiques des pathosystemes et
fondements des stratégies de lutte, 2003; Lucas, 2009).

La notion de barriéres chimiques préformées reste toutefois sujette a débat. En effet, certains
auteurs parlent de limite entre les phytoalexines et les phénols constitutifs. C’est le cas par
exemple de la scopolétine et de I'umbelliférone. Ces deux molécules apparaissent aprés une
infection chez le platane (ce sont donc des phytoalexah@s)qu’elles sont constitutifs chez
certains agrumes (ce sont donc des phénols constitutifs) notamment la scopolétine (Macheix et
al., 2005). Ceci souléve une notion intéressante chez les plantes, la notion de défenses induites.

25



Introduction générale

2. L’immunité basale chez les végétaux

En plus d’étre protégées par des composeés préformés et des barrieres physiques les plantes
ont I’aptitude d’exprimer de novades défenses « dormantes » qui seront activées en plus ou dans
le cas ou les barriéres constitutives ne suffisent pas. Ainsi le métabolisme secondaire joue un role
essentiel dans la constitution de ces défenses induites mais c’est aussi le cas de bien d’autres
types de défenses comme la défense basale et 'immunité spécifique qui mettront en jeu des voies
de signalisation hormonales ou le métabolisme secondaire. Cet éveil des défenses induites passe
tout d’abord par une reconnaissance de I’agent pathogéne. Les points suivants décriront donc les
mécanismes de défenses induites par les agents pathogénes en commengactmaaissance
des agents pathogenes. J’introduirai la notion de PTI (pour PAMP Triggered Immunity) induite
dans le cas de défenses basales aprés une reconnaissance de motifs structuraux des
microorganismes appelés MAMPs (qu’ils soient pathogenes ou non). Je terminerai sur la notion
d’immunité spécifique (ou ETI) qui est induitéans le cas d’utilisation d’effecteurs par les agents
pathogénes.

2.1 Activation de la PTI par les PAMPs

2.1.1 Les PAMPs/MAMPs

Les PAMPs (pour Pathogen Associated Molecular Pattern) sont des motifs structuraux tres
conserveés présents chez les agents pathggemgmarle de MAMPs dans le cas général des
microorganismes). Ces motifs sont généralement conservés chez différents microorganismes,
absents chez 1’hote mais peuvent étre reconnus par plusieurs espéeces végétales. Il se trouve que
ces motifs sont généralement essentiels pour la survie des agents pathogjésfestpartie de
composantes obligatoirement présentes chez ces agents pathogenes. C’est le cas par exemple de
la chitineou de I’ergosterol, composantes majeures de la paroi du champigpadrussi des 3-
glucanes chez les oomycetes. Chez les bactéries on trouve des protéines de codstitution
flagelle, du peptidoglycane, du lipopolysaccharide ainsigfseteur d’élongation EF-Tu et les
protéines de réponse au froid (Cold Shock Protein) (Newman et al., 2013). Ces PAMPs/MAMPs
peuvent étre détectés par les plantes lors d’une interaction avec un microorganisme. Cette
détection va provoquer I’induction de voies de signalisation qui conduisent au développement de
la résistance basale. Cette réponse est appelée PTI.

Afin d’étudier I’activation de la PTI par les PAMPs, de court peptides stables issus de séquences
protéiques de PAMPs bactériens ontugiksés. C’est le cas notamment du peptide flg22 de 22

acides aminés N-terminaux de la flagelline, suffisant pour induire les défensés tiemna
(Gomez-Gomez et al., 1999). Le peptide efl18 constitué de 18 acides aminés N-terminaux du
facteur d’¢longation EF-Tu est également suffisant pour induire I’immunité innée chez A.
thaliana (Kunze et al., 2004).
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Figure 5: Récepteurs des PAMPs et DAMPs

A: LaRLK FLS2 reconnait la flagelline bactérienne (ou 1’épitope actif flg22) chez Arabidopsis, la tomate,
N. benthamianat le riz. La LRR-RLK EFR spécifique aBxassicaceaesconnait le facteur d’élongation
EFTu (ou I’épitope actif elf18). Les LysM-RLPs LYM1 et LYM3 sont les récepteurs pour le
peptidoglycane bactérien (PGN) et la LysM-RLK CERK1 lie faiblememMd®. L’interaction entre
LYMI, LYM3 et CERK1 n’a pas encore été montrée mais il est possible qu’elle fonctionne comme un
complexe de reconnaissance tripartite pour le PGNAhtmliana.

B: Le PAMP fungique xylanase est reconnu par les LRR-RLPs de la tomate Eix2.6h\&1 est un
ligand putatif pour la LRRRLP Vel de la tomate mais la liaison directe n’a pas été montrée. Chez le riz,

la LysM-RLP CEBIP lie la chitine et interagit avec la LysM-RLK CERK1 poenmettre la signalisation
tandis que che&. thaliang CERKI1 est le récepteur majeur de liaison a la chitine et I’interaction avec les
protéines CEBIRike n’a pas été montrée.

C: Chez les légumineuses, une protéirgucane extracellulaire (GBP) se lie avec 1’heptaglucan de P.
infestanscependant la fagon dont cette protéine permet la signalisation est inconaueslesémettent
I’hypothése qu’il y a une interaction avec un domaine transmembranaire.

D: Les LRR-RLK PEPR1 et PEPR2 lient ATPeps et la RLK WAK1 qui contiedburaine EGF-like est
un récepteur pour les oligogalacturonides dérivés de la@asdifi¢ d’aprés Monaghan et Zipfel, 2012).
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En plus des PAMPs/MAMPs il existe les DAMPs (pour Damage Associated molecular
Pattern) qui sont des molécules qui dérivent de la plante héte issues des premiéeres réponses de
défenses de la plante ou de la dégradation de structures de la plante. Par exemple la prosystémine
est un précurseur présent dans le cytoplasme des cellules de tomate. Lorsque la cellule est
endommagée la prosystémine est convertie en systémine qui agit comme DAMP sur les cellules
environnanteafin d’induire les réactions de défenses. C’est aussi le cas de la cutine et des
oligogalacturonides issus de la dégradation de la paroi végétale (Newman et aFigQle%p).

2.1.2 Reconnaissance des PAMPs

Afin de reconnaitre les PAMPs/MAMRS les DAMPs lors d’une interaction, les végétaux
possedent des récepteurs situés au niveau de la membrane plasmique. Ces réotpfmqetes

PRR (pour Pattern Recognition Receptor) et peuvent étre classés en deux grandss Eamill
premiére est constituée des récepteur de type RLK (pour Receptor Like Kinasegetbtie des
récepteurs de type RLP (pour Receptor Like Pratéiey RLK sont constitués d’une partie
extracellulaire possédant un domaine LRR (pour Leucine Rich Repkat domaine
transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique a activité sérine/thréonine kinase. Le récepteur
FLS2d’A. thalianaqui permet de détecter la flagelline flgde récepteur EFR qui reconnait
EFTu et efl18 sont des récepteurs RLK (Chinchilla et al., 2006; Zipfel et al., 2006). Chez les
champignons la chitine est percue par CERK1 un récepteur de type RLK également d\iya et
2007). Les récepteurs RLP ne possedent pas de domaine extracellulaire. Le récepteur RBPGL1 est
un exemple de récepteur RLP qui reconnait les endopolygalacturonBsegeeeg Monaghan

and Zipfel, 2012; Zhang et al., 2013)

Les peptides flg22 et elf18, en se fixant sur leurs récepteurs respectifs FLS2 et EFR, vont
provoquerl’hétérodimérisation de ces récepteurs avec un autre récepteur de type RLK, le
récepteur BAK1 (pour BR1-Associated receptor Kinase 1) (Chinchilla et al., 2007). Suite a cette
hétérodimérisation le complexe va interagir avec la protéine kinase BIK1 (pour Boirytizd
Kinase 1) (Lu et al., 2010). Cette interaction entre les 3 partenaires FLS2/EFR, BAK1 et BIK1
provoque une transphosphorylation egs3 partenaires. Une étude récemtetre d’ailleurs
que des résidus thréonine et une tyrosine de BIK1 sont importants pour son autophosphorylation
et la phosphorylation de BAKI1. Les auteurs ont également trouvé d’autres sites de
phosphorylation de FLS2 par BIK1 (Xu et al., 2013). Ces complexes une fois formés vont
déclencher des cascades de signalisation, permettant d’induire les défenses immunitaires de la
plante (Abramovitch et al., 2006).
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Figure 6: Modéle d’activation du complexe FLS2/BAK1

A: En I’absence de flg22 ou elf18, la protéine BIK1 s’associe avec FLS2 et BAK1 qui sont dans un état
inactif.

B: La liaison des peptides flg22 ou elf18 a FLS2 provoque 1’association entre FLS2 et BAKI.

C: BAK1 a I’état actif phosphoryle BIK1.

D: BIK1 phosphoryle & son tour le complexe FLS2/BAK1.

E: Une réaction de transphosphorylation est effectuée et BIK1 est de nouveau phosgtseykteouve
déliée du complexe. FLS2/BAK1 et BIK1 déclenchent alors une signalisation permetiesetéa place
de la PTI.

F: Le complexe FLS2/BAK1 est ensuite internalisé et dégriadé machinerie du protéasome (Modifié
d’aprés Chinchilla et al.,2009, Luet al.,2010).
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L’exemple des récepteurs FLS2 et EFR montre que BAK1 et BIK1 sont des régulateurs centraux
de la signalisation induite aprés la reconnaissance d’un agent pathogéne. D’ailleurs, des mutants

bakletbiklprésentent une réponse nettement diminuée apres un traitement aux peptides flg22
elf18 (Chinchilla et al., 2007) (Figure 6).
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Figure 7: Schématisation des défenses induites par les PAMPs/DAMPs

L’activation du complexe FLS2/BAK1/BIK1 induite par les PAMPs /DAMPs conduit a la signalisation

par les MAPKs et les voies hormonales passant par le SA ou le JA ou I’ET, ce qui permet ’activation de
facteurs de transcriptions tels que les WRKYs. Ces facteurs dgipéioa vont se fixer sur les séquences
promotrices des génes de défenses permettant leur expression. L’expression de ces génes de défense va
conduire a la synthése de protéines PR et de phytoalexines, a un renforcement detla laeiesimeture
des stomates. En parallele la perception des MAMPs/DAMPs conduit également a des échanges d’ions et
notamment a une rentrée de calcium qui va activer la NADPH oxydase qui produit@es/iAen tant
gue messagers secondaires vont activer des genes de défenses.
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2.1.3 Les défenses induites

L’induction des défenses immunitaire va provoquer des changements radicaux au sein de la
cellule végétale. Ces changements passent notammerfap@vation de flux ioniques
(notamment en phase précoceal&tection de 1’agent pathogéne), par la production de formes
activesde I’oxygene (ou FAOs),d’oxyde nitrique (NO), de phytohormones, de lipides comme
messagers mais aussi pactivation de cascades de signalisation conduisadhicévation de
MAPKSs, par des cascades de phosphorylation. Ces évenements entrainent par la suite une
reprogrammation transcriptionnelle notamment par la participation de facteurs de transcriptions
de type WRKY de la cellule végétale. Cette participation des facteurs de transcription, qui se
déroule dans les phases plus tardives de détddtidiordre de I’heure), permet & la plante de
produire des composés issus du métabolisme secondaire qui vont renforcer les cléiferpee
préétablies telles que les phytoalexines (Hammerschmidt and Dann, 1999), des protéines PR
(Pathogerss Related) mais aussi des composés renforcant les défenses physiques préétablies
comme la callose (Underwood, 2012). Une fermeture des stomates empé&ahasion des
agents pathogenes peut également étre mise en place (Melotto et al., 2008) (Figure 7).

2.1.3.1 Flux d’ions

Dés les premieres minutésl’infection une modification dans les flux ioniques de la cellule
se produit en particulier avéton calcium (Ca®"). En effet,La détection de I’agent pathogéne
provoque un influx de calcium dans le cytoplasme de la cellule végétale. Cet influx est détecté
par des senseurs primaires appelés calmodulines (CaM) et calmodulines-like (CML) qui vont
directement réguler I’activité de protéines cibles. L’influx calcique est notamment décisif dans la
mise en place de la HR (Bashir et al., 2013) et des mutants des canaux CNGC2 et CNGC4
canaux impliqués dans la diffusion des cations monovalent et divalent, (Zelman et al., 2012),
(Cyclic Nucleotide-Gated Channels) ne font plusHieen réponse a un pathogene avirulent
(Balagué et al., 2003; Cheval et al., 2013)nflux de calcium provoque des efflux d’ions
potassium (K), chlorure (CJ) etnitrite (NO”) ainsi qu’un influx de proton (F) par rééquilibre
des charges.

2.1.3.2 Les formes actives de ’oxygéne et le NO

Les formes actives de I’oxygéne (FAOS) sont des espécesistées directement de 1’oxygéne.
Chez la plante, on trouve les ions superoxyde)(@ peroxyde d’hydrogéne (H205), le radical
hydroxyde (HO) et I’oxygéne singulet (*Oy), les formes les plus courantes étant I’H,Op et 'Oy,
Les FAOs ont longuement été considérées comme étant uniquement tpgiglesplantes car
elles sont responsables de dommages occasionnés sur I’ADN, les protéines et les lipides
lorsqu’elles sont générées a forte concentration. Cette idée a été largement revuguisgues
annees (Mittler et al., 2011). Les FAOs en faible quantité jouent un role de véritables messagers
secondaires et sont capables de provoquer des changements transcriptionnels radicaux (Tosti et
al., 2006; Straus et al., 2010). Ces FAOs sont générées en réponse aottj@ss &u niveau de
plusieurs compartiments cellulaires.
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Figure 8: Origine des FAOs produites par la cellule végétale

Les FAOs trouvent leurs origines a différentes sources. Elles sont notammenisedtaii niveau de
I’apoplaste par la NADPH oxydase qui oxyde 1’oxygeéne en ions superoxyde (O;"). Des superoxyde
dismutases (SODytilisent ces ions superoxyde afin de synthétiser du peroxyde d’hydrogéne (H,O5) qui
passe dans le cytoplasmiades canaux. Dans I’apoplaste, desperoxydases peuvent également synthétiser
des ions superoxyde et des oxydases du peroxyde d’hydrogene.

Des origines cytosolique existent également. Dans le chloroplaste par exemple ou I’ oxygene est oxydé par

les photosystémes pour dondei’oxygene singulet d’une part via le photosystéme IFQ,) et des ions
superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne via le photosysteme I d’autre part. Le métabolisme cytosolique

peut générer également des FA{8s superoxyde, peroxyde d’hydrogene et espéces nitrosyl@eey).

Les électrons générés au niveau de la chaine photorespiratoire mitochondriale peuvent oxyder 1’oxygéne

afin de former des ions superoxyde qui sont dismutés a leur tour par des superoxyde edismutas
cytosolique. Enfin, des réactions de synthese é&slpeuvent s’effectuer au niveau des peroxysomes

et/ou glyoxysomewia des xanthine oxydases (XOIQ)i générent du peroxyde d’hydrogeéne et des
especes nitrosylées. Des NADPH oxydases situées sur les membranes des peroxységedsmen
générer des ions superoxydes cytosoliques et des glycolate oxydases vont générer du peroxyde
d’hydrogene. (Modifié d’aprés Mahalingam et Fedoroff, 2003).
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(paroi, chaine respiratoire de la mitochondrie, peroxysoala photorespiration, métabolisme
cytosoliqueet chaine photosynthétique du chloroplaste). La Figure 8 résume les origines de
production des FAOs. Plusieurs enzymes participant a la balancerédydive existent chez la
plante : par exemple la NADPH oxydase codée par les ohutdet RbohFqui va provoquer

un « burst oxydatif en générant de 1’O; " lors de la détection d’un agent pathogene (Torres et al.,
2006). Ce « burst oxydatif » permet notamment de provoqtHR tans le cas de I’interaction

entreA. thalianaet P. syringaepv. Tomato(Torres et al., 2006). En effet, des inhibiteurs de la
NADPH oxydase sonfapables d’abolir cette HR (Grant et al.2000) Les geneRbohDetRbohF

ont aussi été décrits comme des régulateurs négatifs de la propagation de la utairecell
provoquée lors de la HR (Torres et al., 2005). Ces résultats soulignent le fait que les FAOs ont
des rbles antagonistes en fonction du contexte.

Un autre exemple d’enzyme responsable de la production de FAOSs est la glycolate oxydase
(GOX). Cette enzyme présente dans le peroxysome convertit le glycolate en glyoxylatet Pend
la réactionune molécule d’H,O, est relarguée (Foyer et al., 2009). Récemment il a été montré
que cette enzyme est une source alternative de production d’H,O, au cours de la résistance non-
héte mais aussi dansdss d’une interaction gene pour géne (Rojas et al., 2012). Les auteurs ont
également montré que la glycolate oxydase fonctionne indépendamment de la NADPH oxydase
dans le cas d’une résistance non-hote. Ces résultats montrent que les mécanismes de résistance
passant par les FAQsnt spécifiques de I’interaction.

L’oxyde nitrique (ou NO) produit via la nitrate réductase ainsi que par les enzymes a activité
Nitric oxyde synthase peut étre également produit au cours de I’interaction avec un agent
pathogene. Il a notamment un role de messager secondaire dans le cas d’'une HR (Sun and Li,

2012). De plus, pendant les réponses de défenses, certaines protéines sontéesiperdgl NO
provoquant ainsi leur relocalisation ou une modulation de leur activité (Bellin et al., 2013). Le
NO est, de plus, impliquéans la signalisation dépendante des phytohormones puisqu’il

intervient dans la biosynthése, la perception et la transduction des hormones de défenses comme
le SA et le JA (Freschi, 2013)es résultats montrent I’importance du NO dans les mécanismes

de défenses.

2.1.3.3 Les phytohormones

De facon similaire au régne animal, les plantes mettent en place des voies ldmtana
dépendantesed hormones lors d’une interaction avec un agent pathogéne au méme titre que
plusieurs processus physiologiques tels que la croissance racinaire, la dffi@renellulaireou
la multiplication cellulaire. 1l existe plusieurs types de familles de phytohormones :s(i) Le
auxines et les cytokinines agissent de maniéere synergique dans le proeesgamd cellulaire.
Indépendamment, les auxines favorisent 1’élongation cellulaire tandis que les cytokinines
favorisent la différenciation cellulaire. (ii) Les gibbérellines favoriseptrmination et I’acide
abscissique inhibe la germination. (iii) Les strigolactones contrdlent la ramification desixégéta
en inhibant la croissance des bourgegriscés a 1aisselle des feuilles et (iv), les
brassinostéroides (BR) ont un role dans la division cellulaire et dans la régénération de la paroi
cellulaire.
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Figure 9: Représentation schématique de la perception du SA

NPR3 et NPR4 fonctionnent comme des récepteurs au SA.

(a) En I’absence de SA, I’interaction de NPR1 avec NPR4 conduit a sa dégradation par le protéasome.
(b) Des concentrations faibles en SA conduisent a sa liaison a NPR4, ce qui a pouecwesia)limiter

la capacité de NPR4 a agir comme une protéine de dégradation et de faibles quamN®édlde
s’accumulent permettant ainsi 1’activation des mécanismes de défense.

(c) Des concentrations modérées en SA accumulées en réponse aux effecteurs du pathodgsie dans
cellules voisines (réponse systémique) entraine aussi la liaison ddFS2dace qui limite plus fortement
I’interaction NPRINPR4 et conduit a I’activation de la résistance systémique acquise. Une partie des
protéines NPR1 interagit dans ce cas avec NPR3 ce qui entraine sa dégradation.

(d) Des cellules directement en contact avec un agent pathogene avirulent accuniorers ggantités
de SA ce qui entrag la dégradation de NPR1 par NPR3 et I’inhibition de la mort cellulaire programmée.
(e)Selon I’hypothése de Wu, 2012, NPR1 pourrait fonctionner comme le récepteur du SA. La forme
oligomére du SA contient des ions cuivre ce qui faciliterait la liaison du SA. @@msonditions
réductrices et en présence de SA, NPRL1 serait converti sous forme de monomere e¢peweason

activité régulatrice sur la transcription des gea#&dapté d’aprés Wu et al., 2012)
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Enfin, il existe trois hormones impliquées de prés a ’interaction entre la plante et un agent
pathogéne. Ceont I’acide salicylique (SA), I’acide jasmonique (JA) et 1’éthyléne (ET). Ces

hormones ont été largement étudiées et ce dans un grand nombre d’interactions. Ces études ont

permis de démontrer qu’il existe des liens synergiques et antagonistes entre ces trois hormones

mais également entre ces trois hormones et les hormones plus impliquées dans les processus
développementaux (Kunkel and Brooks, 2002; Thaler et al., 2012). Dans cette partie je décrirai
les hormones SA, JA et ET.

Le SA est une hormone dont la biosynthese dépend de deux voiEsod@rismate
synthase dans les chloroplastes, le précurseur de synthés$asétdntrismate. Mais aussi de la
voie des phénylpropanoides dans le cytoplasme des cellules végétales, le préantskzunsice
cas la phénylalanine. Le SA existe sous plusieurs formes, il peut étre glySasgipar une SA
glucosyltransférase ce qui le stabilise et lui permet d’étre transporté d’une partie de la plante a
une autre (Pieterse et al., 2012). Il peut étre méthylé (MeSA) par une SA carboxyl
méthyltrmnsférase lui permettant ainsi de servir de protecteur pour les autres feuilles d une plante
infectée par des insectes herbivores en attirant des parasites des insectes herbivores (James and
Price, 2004)Plusieurs acteurs clés ont été identifiés dans la voie SA. C’est le cas des génes
PAD4 et EDS1qui activent la synthése de SA lors de la détection d’un agent pathogéne en
interagissant avec ICS1 et EDS5.

L’accumulation de SA va provoquer une modification de ’homéostasie redox du cytoplasme
de la cellule végétale en rendant I’environnement du cytoplasme réducteur. Ce changement dans
le statut redox provoque la monomérisation de la protéine NPR1, élément central dans la
signalisation de la voie SA. Présent a I’état d’oligomére NPR1 va étre réduit par des
thioredoxines TRHX3/TRHX5 au niveau des ponts disulfures liant les monomeéres de N®R1. Le
monomeres issus de cette réduction sont ensuite transloqués dans le noyau. lls vont ensuite
interagir avec des facteurs de transcription de type TGA et WRKY qui se lient aux promoteurs
des genes de réponse au SA provoquant ainsi leur transcription. Des régulateurs négatifs tels que
SNI1 et NIMIN limitent I’expression des génes de la voie SA (Pieterse et al., 2012).

Enfin, il a été montré récemment que le SA a comme récepteurs NPR3 et NPR4 au méme
titre que NPR1. En effet, NPR1 et NPR4 interagissent en absence de SA provoquant ainsi la
dégradation de NPRiia le protéasome. Lorsque le SA est en faible concentration NPR4 lie
le SA et se dissocie de NPR1 permettant ainsi une accumulation de monomeres de SA qui
activeront les défenses de maniere modérée. A une concentration moyenne de SA dans des
cellules voisines d’une cellule infectée, NPR4 lie le SA limitant un peu plus I’interaction entre
NPR1 et NPR4 conduisant ainsi a la résistance systémique acquise. Une partie des protéine
NPR1 interagit avec NPR3 ce qui conduit a la dégradation de NPR1. Lorsque les cellules sont
en contact direct avec un agent pathogene avirulent, elles accumulent beaucoup de SA ce qui
entraine une interaction importante entre NPR1 et NPR3. Ceci entraine la dégradation de
NPRL1 etl’inhibition de la mort cellulaire programmée (Wu et al., 2012; Fu and Dong, 2013)
(Figure 9).

Le JA est une hormone de type lipidique issue de la voie des oxylipines. Sa esynthes
commence par une libération de ’acide linoléique issu des membranes des cellules. Une fois cet
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acide libére, des enzymes telles que des lypoxygénases (LOX) vont le transformer en
hydroperoxide. Cette molécule sera ensuite transformée en cyclopentones (OPDA) par
I’intermédiaire des allénes oxydes synthase (AOS) et des cyclases. Cette formation de
cyclopentonesse fait dans le chloroplaste. L’étape suivante est peroxysomale ou les
cyclopentones sont réduits puis oxydés en JA. Ce n’est que dans le cytoplasme que le JA est
converti sous ses formes actives, le méthyl jasmonate (Méudi#e)part par des carboxyl méthyl
transférases (JMT) et |8A-isoleucine (JA-lle) par une JA conjugate synthase (JAR1)
(Wasternack and Hause, 2013). Le MeJA est une forme volatile qui permet la communication
d’une plante agressée par un agent pathogéne aux autres plantes pouvant potentiellement étre
agressées

L’un des ¢éléments clé de la signalisation du JA est la protéine COI1 considérée comme le
récepteur du JAl (Yan et al., 2009). Il a notamment été montré que la protéine COI1 est
nécessaire pour la résistance contre des pathogénes nécrotrophes (Guo and Stotz, 2007). Le JA-
lle se lie au complexe SE¥ (pour E3 ubiquitin ligase SKP1-cullin-Fbox complex). Par la suite,
le complexe SC¥" se lie aux protéines JAZa leur domaine J. Cette liaison va permettre au
complexe d’ubiquitiner ces protéines JAZ qui seront dégradées par la machinerie du protéasome
26S. Les protéines JAZ sont des répresseurs transcriptionnels des genes de répohsemau JA
des régulateurs les plus étudiés de la voie JA est MYC2. Ce dernier coordonne les défenses
dépendantes du JA en régulant deux voies différentes de la sigmalisat’est-a-dire la voie
MYC associée a la résistance contre les insectes herbivores et les blessures et la voie ERF
associées a la résistance contre les pathogenes nécrotroplipsmliéghlement de I’éthyléne.

MY C2 induit notamment I’expression des genes marqueuksSP2etLOX2 (Pieterse et al., 2012;
Kazan and Manners, 2013). Les genes marqURIDFL.2etERF1sont induits par le JA et ’ET
ce qui montre qu’il existe une synergie entre les voies JA et ET. Ce synergisme entre les deux
voie conduirait notamment a établir la réponse systémique induite (ou ISR) (Piedbr2069).

L’éthyléne est une molécule gazeuse de formule GH,. Son réleen tant qu’hormone végétale
a été découvert en 1901. En effet, les arbres dont les feuilles se trouvaient a proximité des
lampadaires a bec de gaz tombaient précocement ce qui suggérait que ce composé pouvait avoir
un réle dans le processus de sénescence des felidlasst que pendant les années 60 que
I’éthylene a été dosé pour la premiére fois dans les plantes par chromatographie egaziease.
Ce composé est synthétisé a partir dadShosylméthionine (SAM) converti patAICC
synthétase en 1l-aminocyclopropane-l-acide carboxylique qui lui-méme est a son tour
décarboxylé par I’ACC oxydase pour former del’éthyléne. Plusieurs récepteurs membranaires de
I’éthyléne ont été décrits comme ETR1, ETR2, EIN4, ERS1 et ERS2 (ETR= Ethylene Response,
EIN= Ethylene INsensitiv, ERS= Ethylene Response sensor). Ces récepteurs possedent en partie
N-terminale un domaine de liaison au cuivre Etthyléne et dans leur partie C-terminale un

domaine d’interaction avec le régulateur négatif Constitutive triple response 1 (CTR1).

La voie de signalisation de I’éthyléne passe par une dégradation de facteurs viale protéasome.
Le régulateur CTR1gn absence d’éthyléne, est activé par les récepteurs membranaires. CTR1
induit via EIN2 la dégradatiomdfacteur de transcription EIN3. En présence d’éthyléne, CTR1
est inactivé ce qui empéche la dégradation de gilN8accumule dans la cellule végétale et va
induire 1’expression d’autres facteurs de transcriptions tels que le facteur Ethylene Response
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Factor 1 (ERF1) (Guo and Ecker, 2004; Yoo and Sheen, 2008). LeE&nE lorsqu’il est

activé, permet a son todractiver I’expression d’autres génes de défenses comme le marqueur

HEL (Kunkel and Brooks, 2002).¢ rdle de 1’éthyléne dans les mécanismes de défenses des

plantes n’est pas toujours trés clair. En effet, des mutants de perceptions ou de signalisation de
I’ET ne répondent pas de la méme maniére a un méme agent pathogéne et des résultats
contradictoires peuvent étre trouvés dans la littérature (van Loon et al., 2006a).

Des connexions entre les voies de signalisation enffa ket I’ET existent. Par exemple,
I’ET serait un régulateur négatif des réponses dépendantes du SA. EIN3 et EIL1 répriment alors
le geneSID2 responsable de la synthése de SA (Chen et al., 2009; Robert-Seilaniantz et al.,
2011).

Enfin, malgré le fait que les hormones SA, JA et ET soient connues pour leur implication
dans les défenses des plantes, cela ne cantonne pas les autres hormones végétales a un role
uniguement porté sur le développement de la plangst I€ cas par exemple de I’auxine qui a un
role importamdans I’établissement de la résistance systémique acquise (ou SAR* pour Systemic
Acquired Resistancegomme ’atteste 1’étude de (Truman et al., 2010). Les auteurs ont montré
que I’inoculation de mutants de biosynthése ou de perception de 1’auxine par une souche
avirulentede P.syringaepv. tomato(AvrRPML1) puis par une souche virulerfesyringaepv.
maculicolane peuvent plus établir de SAR, qui montre que I’auxine est importante dans
I’établissement d’une SAR efficace. L’ABA a aussi un réle important dans les défenses, il aurait
un réle positif pendant I’interaction entre A. thalianaet P. syringaevirulent et avirulentn
provoquant la fermeture des stomates empéchant ainsi 1’entrée de 1’agent pathogeéne dans la
plante (Melotto et al., 2006). Les GAs quant a eux participent a la tolérance contre les agents
pathogénes biotrophes et a la sensibilité contre les agents pathogénes nécrotrophes (Navarro et
al., 2008).

2.1.3.4 Les lipides

Des études portant sur lipides et plus particulierement sur la classe des sphingolipides
montrent de plus en plus le réle de ces molécules comme messagers participant a la mort
cellulaire programmée et notamment a la HR (Berkey et al., 2012). Chez le champignon
Alternaria alternata fsp. lycopersicila toxine AAL secrétéest un analogue structural des
sphingosines (W. Thomas Shier, 1995). Cette toxine est nécessaire pour le pouvoir pathogene du
champignon et est un inducteur de la mort cellulaire programmée (Wang et al., 1996). De méme
gue la fumonisine B1 induit la mort cellulaire associée avec la production de FAI@podéion
de callose et I’expression de génes PR des processus impliqués lors du déclenchement de la HR
(Stone et al., 2000Pes approches de génétique classique ont permis d’isoler des mutants d’A.
thaliana présentant des lésions spontanées de type HR (appelés LMM pour Lesion Mimic-
Mutants) dont certains expriment constitutivement des géRedépendant du SA. Certains
genes identifiés dans ce type de génétique sont impliqués dans le métabolisme des lipides

2 Réponse de résistance qui se généralise & la plante entiére.
% Lipides composés d’une sphingosine, d’un acide gras a longue chaine, d’un ester d'acide phosphorique et/ou
d’une base azotée, d’un oligosaccharide ou d’un monosaccharide
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(Lorrain, 2003; Moeder and Yoshioka, 2008). Parmi ces genes on #&RELqui code une
sous-unité de la sérine palmitoyltransférase (Chen et al., 208& D qui code une ceramide
kinase (Wang et al., 2008)ACD11qui code un transporteur de sphingolipide (Brodersen et al.,
2002). Des approches de génétiguerse ont permis d’identifier d’autres génes tels que LCB2

une autre sous-unité de la sérine palmitoyltransférase (Dietrich et al., 2008), et des genes
LOH1/2/3 qui codent une ceramide synthase (Markham et al., 2011). Enfin, le facteur de
transcription MYB30 d’A. thalianaqui a été décrit comme étant un régulateur positif de la HR
(Vailleau et al., 2002) coritle I’expression de génes codant 4 sous-unités enzymatique du
complexe d’élongation acyl-COA requis pour la biosynthése des Very Long Chain Fatty Acid
(VLCFA) ou acides gras a trés longue chaine (Raffaele et al., 2008). Les auteurs énoncent que la
HR serait régulée positivement par MYB30 en activant transcriptionnellement des genes du
métabolisme des VLCFA queérviraient de messagers secondaires dans 1’induction de la HR.

Plus tard la méme équipe a montré que I’effecteur XopD de la bactérie (Xcv) interagit avec
MYB30 conduisant a I’inhibition de 1’activation transcriptionnelle des génes codant pour le
complexed’élongation des VLCFA ce qui supprime la mise en place de la HR (Canonne et al.,

2011) La HR dans I’exemple de MYB30 est finement régulée d’une part par des mécanismes
d’ARN-silencing (Froidure et al., 2016 par ubiquitination d’autre part (Marino et al., 2013)
empéchant ainsi a ce mécanisme d’induction de la mort cellulaire de s’emballer. L’ensemble de

ces études montre le r6le important des lipides dans les mécanismes de la mort cellulaire
programmeée et les régulations fines permettant de contrdler cette mort cellulaire programmée.

2.1.3.5 Signalisation par les MAPK

Les MAPKs sont des kinases a sérine/thréonine qui sont activées en amont de différentes
voies de signalisation. Cette activation va conduire a la régulation de nombreux processus
cellulairecomme la mitose, la survie des cellules et I’apoptose par exemple. Chez les plantes se
sont des médiateurs en réponse a plusieurs stress tel que le stress osmotique, le stréss froid et
stress oxydatif (Rodriguez et al., 2010; Sinha et al., 2011). Ces résultats njpailestMAPKs
sont omniprésentes dans les processus de développement de la plante.

Les MAPKSs sont activées par phosphorylation par des MAPK kinases (MAPKKS) qui sont
ellesmémes phosphorylées par des MAPKK kinases (MAPKKKS) qui soméasten amont par
un stimulus. Les MAPKs une fois activées vont phosphoryler des protéines en aval de la
signalisation (comme des facteurs de transcription). Cette phosphorylation va permettre de
déclencher les processus cellulaires décrits ci-dessus.

Les MAPKs ont également un réle crucial dans les défenses des [atesont impliquées
non seulement dans des voies de signalisation de la PTIl en réponse aux PAMPs/MAMPs et aux
DAMPs mais également dans les mécanismes mettant en jeu la défense contre les effecteurs et la
HR (Meng and Zhang, 2013). Dans le cas de la PTI, lorsque les récepteurs FLSZehEFR
stimulés, les MAPKSs 3, 6, 4 et 11 sont activées. La chitine des champignons phytopathogénes et
les protéines NLPs (Nepike proteins) des oomycétes conduisent également a 1’activation des
MAPKSs 3,4 et 6 (Qutob et al., 2006; Miya et al., 2007). Lorsque les bactéries et les champignons
injectent des effecteurs dans la clellies MAPKs peuvent étre également activées. C’est le cas
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del’effecteur fungique Avr9 qui active les MAPKs dans des cultures cellulaire de tabac et dans

les feuilles (Romeis et al., 1999), mais aussl’elfecteur AvrRpt2 porté par P. syringaequi

provoque une activation prolongée des MAPKs 3 et 6 par rapport & une soBchgraogaayui

ne produit pas cet effecteur (Underwood et al., 20Da1)s le cas de 1’activation des MAPKs

pendant la HR il a été montré que la MAPKK#&st un régulateur positif de la HR (Melech-

Bonfil and Sessa, 2010). De méme, une cascade de MAPKSs permet de générer des FAOs issues
du chloroplaste conduisant a la HR (Liu et al., 2007). Ces résultats montrent que les MAPKSs sont
également omniprésentes pour assurer les défenses de la plante.

2.1.3.6 Les facteurs de transcription de type WRKY

Ces facteurs de transcription portent la dénomination « WRKY » car ils possédent un
domaine de fixation a I’ADN qui contient une ou deux fois la séquence en acides aminés tres
conservée constitué®un tryptophane (W), d’une Arginine (R), d’une lysine (K) et d’une
tyrosine (Y) (Rushton et al., 1996). Ces facteurs de transcription possedent un dotrasoande
a I’ADN et un domaine d’activation ainsi que des domaines divers comme un domaine NLS,
et/ou un domaine leucine-zipper (Eulgem et al., 2000). De nombreuses études indiquent que les
facteurs de transcription de type WRKY sont impligdes les défenses des plantes. C’est le cas
par exemple des génes codant pour WRKY54 et WRKd'AOthalianaqui ont été identifiés
comme ayant la capacité de cibler NPR1 (Wang et al., 2006). L&JRK& 54st d’ailleurs un
régulateur positif de la résistance ridhne d’A.thalianacontreE. amylovoraau méme titre que le
geneWRKY4@aandis que le gend&/RKY 70est un régulateur négatif (Moreau et al., 2012). Le
gene WRKY45chez le riz est quant a lui un régulateur positif de la résistance contre le
champignon phytopathogeMegrisea.Ce géne est induit apres un traitement avec un analogue
du SA le benzothiadazole (BTHphimono et al., 2001)es génesWRKY18et WRKY40
d’A.thalianarégulent quant a eux positivement les génes de la voie JA contre 1’agent pathogéne
Blumeria graminis(B. graminig (Pandey et al., 2010P’autres €tudes ont montré que les
WRKY et les MAPKs sont connectés. En effet, la MAPK 4 et WRKY33 forment un complexe
avec MAPK substrate 1 (MKS1). Ce complexedsssocie en cas d’attaque par un agent
pathogene ce qui permet la liaison de WRKY33 au promoteur diPgéd@(pour PhytoAlexine
Defiscient 3) qui est umarqueur de la voie de I’acide jasmonique (Qiu et al., 2008). Ces résultats
montrent que les facteurs de transcription de type WRKY sont des facteurs importants dans la
transduction du signal pour les défenses des plantes.
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PR2

PRI12

PRI3

PR14

PR15

PRI16

PR17

Tabac

Tabac

Tabac

Tabac

Tomate

Tomate

Tabac

Persil

Tabac

Tabac

30

2530

15-20

25

20

Anti-fongique
B-1.3-Glucanase
Chitinase (classe LTI,
IV.V.VLVI)
Chitinase (classe L1I)
Thaumatine-like
Inhibiteur de protéase
Endoprotéase
Chitinase {classe IIT)
Peroxidase

Ribomucléase-like

Chitinase (class=1)

Défensine

Protéine de transfert de
lipide

Oxalate oxidase

Oxalate oxidase-like

Tableau 2: Liste des protéines PR et leur fonction
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2.1.3.7 Les phytoalexines

Les phybalexines sont des composés induits aprés la détection d’un agent pathogéne
contrairement aux phytoanticipines qui appartiennent aux défenses chimique préformées (cf.
8l111.1.2). Les phytoalexines sont de faible poids moléculaire et de nature hétérogene. &m effet,
trouve des isoflavonoides comme la pisatine du pois qui est toxique Easaagum solani
f.sppisi, des stilbénes comme le resvératrol qui permet a la vigne de résister a une atBaque de
cinereg de coumarines comme la méthoxymelléine de la carotte qui lui permet de résister a
I’attaque du champignon Ceratocystis fimbriataet des terpénoides comme le capsidiol qui
contribue a la résistance du poivron vis-a-vis du champignon phytopathBpgtophtora
capsici Les phytoalexines sont caractéitjues d’une espéce végétale considérée
indépendammentd’agent pathogéne inducteur (Egea et al., 1996; Hirai et al., 2000eMat
al., 2005).

Une phytoalexine bien connue, la camalexine est synthétisée par différentes especes de
plantes. Elle est majeure chez la brassic@céhaliana.Cette phyoalexineslorsqu’elle est
synthétisée, permet de lutter contnee large gamme d’agents pathogénes (biotrophes et
nécrotrophes) ainsi qu’en réponse aux PAMPs/MAMPs (Bednarek, 2012). Le précurseur de ce
composé est le tryptophane qui subit plusieurs étapes de conversion par dessmletkine
famille des cytochrome®450. L’avant dernier composé de la voie de biosynthése de la
camalexine se nomme 1’acide dihydro-camalexique. Ce composé est convertit en camalexine par
le cytochrome CYP71B15, appelé PAD3 (Ahuja et al., 2012).

2.1.3.8 Les protéines PR

Les protéines PR sont des protéines sedufuli s’accumulent suite a I’infection par unagent
pathogéne. Elles furent identifiées en 1970 sur des feuilles de tabac inoculées par le virus de la
mosaique du tabac. Elles sont classées en 17 familles selon leur activité biochimique.
L’accumulation de certaines de ces protéines dépend des voies des phytoh®mmanieant ainsi
I’importance des voies hormonales dans la réponse aux agents pathogénes. Par exemple les
protéines PR1, PR2 et PR5 dépendent du SA tandis que PR12 dépend de ld esiprdtéines
PR3 et PR4 dépendent elles de I’ET et PR13 dépend des voies JA/ET. Ces exemples de protéines
PR sont utilisés comme marqueurs des voies dépendantes de ces hormones. Certaines protéines
PR ont des activités chitinase (PR3, PR4 et PR11), glucanase (PR2) ou ensefRRE2,

PR13) D’autres générent des FAOs (PR15, PR16) ou servent a détoxifier des FAOs (PR9).
Enfin, PR14 a une activité de transfert de lipides (van Loon et al., 2006b) (Tableau 2).
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Figure 10: Contournement de la défense induite par les PAMPs

Lesbactéries phytopathogenes sont capables d’injecter des effecteurs de type 3 dans la cellule végétale
(représentés en rouge). Ces effecteurs vont supprimer les défenses induites lors de la détection de I’agent
pathogéne. Cette suppression s’exerce a plusieurs niveaux. Les effecteurs vont inhiber la transduction du
signal de perception de 1’agent pathogéne conduite par les MAPKs (Exemple de AvrPto). Ils vont
également inhiber la signalisation conduite par les hormones (Exemple de Hopl1). lls peuventsshi
enzymes de formation des FAOs (Exemple de HoBL1). lls peuvent empécher le renforedmpatal

en inhibanta formation d’un dépét de callose (Exemple de HopAZ1).
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2.2 Contournement de la défense induite par les PAMPs

Suite a la reconnaissance ou en réponse a un agent pathogene, les plantes sont capables de
mettre en place un grand nombre de réactions de défense. Certains pathogénes se sont adaptés de
facon a pouvoir contourner les défenses induites lors de la PTI (FiguAdihQ)’éviter d’étre
reconnus par les PRR, des PAMPs comme le lipopolysaccharide ou la flagelline peuvent évoluer
c¢’est-a-dire subir des modifications dans leur composititest le cas de R. solanacearurqui
possede une séquence du pllie22 qui n’est pas reconnu par la plante A. thalianaempéchant
ainsi la mise en place des défenses (Pfund et al., 20@4) aussi le cas de certaines bactéries
symbiotiques comm&inorhizobium melilotqui ne doivent pas étre détextéar la plante
comme étant un agent pathogéne (Tellstrém et al., 2007). Les modifipatstvisaductionnelles
des flagellines dB. syringaepv. glycineacomme leur glycosylation peuvent aussi empécher la
reconnaissance de cet agent pathogéne (Takeuchi et al., 2003; Taguchi et al., 2006).

Une autrestratégie pour contourner les défenses induites par les PAMPs est 1’utilisation
d’effecteurs de type 3 qui vont supprimer la PTI. Cette suppression de la PTI par les effecteurs se
nomme Effector Triggered Susceptibility (ETS). Un exemple de bactérie phytopathogéene qui
utilise cette stratégie de contournement est la bad®érsyringaedont plusieurs de ces 40
effecteurs sont capables de bloquer la PTI (Block and Alfano, 2011). Par exemple learsffect
HopF2 (ADP ribosyltransférase) et HopAlIl (une phosphotréonine lyase) empéchent 1’activation
des MAPKs 3 et 6 lors de la détection de la bactérie. HopF2 et HopAll empéche la
phosphorylation de MKK5 par déphosphorylation directe (Li et al., 2007; Wang et al., 2010)
L’effecteur AvrPphB quant a lui qui est une cystéine protéase clive le corécepteur BIK1
empéchant ainsi la transduction du signal lors de la détection d’un agent pathogéne par le
complexe-récepteur FLS2-BAK1 (Zhang et al., 2010). Chez la bast@rtbomonas campestris
pv.campestrigXcc) I’effecteur AvrAC cible la protéine BIK1 en ajoutant sur les sites conserves
de phosphorylation de BIK1 une uridine-5-monophosphate grace a son activité
uridylyltransférase (Feng et al., 2012). Un autre exemple, est la bactérie Xcv dont les effecteurs
XopB et XopS suppriment I’expression de génes de défenses de la PTI. Cependant les
mécanismes de cette suppression restent inconnus (Schulze et al., 2012). Chez le champignon
phytopathogénhl. griseal’effecteur AvrPiz-t supprime la génération de FAOs induite suite a la
reconnaissance de Flg22 et de la chitine permettantd#ngimenter la sensibilité¢ du riz au
champignon. Ceci indique que ’effecteur AvrPiz-t deM. griseaest capable de supprimer la PTI.

Tous ces exemples montrent que les agents pathogénes ont mis au point plusieurs types de
stratégies qui leur permettent de contrecarrer les défenses naenéeRTI.

Au regard de ces étudds’est pas difficile de remarquer que les bactéries possédent un
avantage sur les plantedice a I’injection d’effecteurs qui leur permettent d’inhiber les défenses
des plantes. Cependant les plantes ne restent pas sans défenses face a ces effecttas. En eff
cours de 1’évolution elles se sont adaptées pour reconnaitre certains de ces effecteurs de type 3.
Cette reconnaissanamnstitue I’immunité spécifique des plantes et se nomme I’Effector
Triggered Immunity (ETI)Je vais maintenant décrire I’ETI en m’intéressant a sa mise en place
de cette défense et a son contournement.
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La présence d’un gene de résistance (R) chez la plante et de ’allele dominant Avr du géne d’avirulence
chez I’agent pathogéne conduit a la reconnaissance du pathogéne par la plante. Cette derniére déclenche la
réaction dite hypersensible (HR) conduisant a une réaction incompatible. Dans le cas d’absence de géne de
résistancer( ou du géne d’avirulence (avr) ou d’hétérozygotie d’un des deux genes (R et Avj, la maladie
a lieu. On parle dans ce cas d’interaction compatible (d’aprés Flor, 1955).
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Figure 12: Structure des protéines de résistance R

Les protéines de résistance R sont classées en 3 groupes. Le groupe | ast dessiONBS-LRR et
TIR-NBS-LRR représenté respectivement par RPM1 et RPS4. Le groupeoihstitué des protéines R a
domaine extracellulaire LRR et & domaine transmembranaire nefgrgse les protéines Cf. LE groupe Il
est constitué des protéines particuliéres NBRS-LRR possédant un domaine NLS et WRKY représenté
par la protéine RRS1-R. RLP: Receptor-Like Protein; LRR: Leucine Rich Repe&@pi€il-Coil; TIR:
Toll-Interleukine | Receptor; NBS: Nucleotide-Binding Site; NLS: Nuclear LocalizatiomaBig
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3. L’immunité spécifique

3.1 Le modéle gene a gene

Lareconnaissance spécifique d’un effecteur (bactérien ou fongique) par la plante se fait par
une protéine dite de résistance. Le modele génétique qui explique ce type de résistance e
expliqué par la théorie « géne a géne » découverte en 1956 et décrite en 1971 par Flor (Flor,
1956, 1971)D’aprés ce modele, 1’établissement de la résistance cHazplante dépend de la
présence du géne R de résistance auquel correspond le géne Avr d’avirulence chez la bactérie ou
le champignonL’interaction entre ces deux génes conduit a la mise en place de la résistance
spécifique de la plante. Cette interaction est une réaction dite incompatible. Ceci conduit au
suicide de la cellule végétale, c’est la HR qui permet d’empécher ’agent pathogéene de se
propager au sein des tissus de la plante (Figyre 11

3.2 Recanaissance de ’interaction

3.2.1 Les protéines de résistance

Les protéines de résistance R sont tres nombreuses dans le régne végétal. Environ 150 génes
codent potentiellement des protéines R dhethalianaet environ 460 chez le riz (Chen et al.,
2010; Tamura and Tachida, 2011). Ces protéines sont classées en trois groupes (Figure 12).

Le premier groupe, le plus important, est constitué de protéines de type Nucleotide-Binding
Site-Leucine Rich Repeat (NBS-LRRL’interaction entre les protéines NBS-LRR et les
effecteurs de type 3 peut se faire daitre directe ou indirecte par I’intermédiaire de protéines
qui forment un complexe avec les protéines NBS-LRR.

Le domaine NBS des protéines NBS-LRRassocié a la liaison et I’hydrolyse de I’ATP
tandis que le domaine LRR est impliqué dans les interactions protéine-protéine. Les protéines
NBS-LRR peuvent étre classées en deux sous-groupes de par leur différence dans ledr partie N
terminale. Le premier sous-groupe est constitué des protéines CC-NBS-LRR (CC pour Coiled-
Coil) et comporte 51 protéines, le second sous-groupe est constitué desSHERRETIR pour
Toll-Interleukin-1 Receptor) et comporte 91 protéines. Le domaine CC a un rble dans les
interactions protéingrotéine et le domaine TIR participe a I’activation de la protéine R, a la
reconnaissance des protéines Avr ou aux interactions protéine-protéine (Rafiqi et al., 2009). Un
exemple de protéine R de type CC-NBS-LRR est la protéine RPM1 qui reconnaitdesuesfe
bactérien AvrRPM1 et AvrB. La protéine RPS4 reconnaidadifitcteur bactérien AvrRps4 est
un exemple pour les TIR-NBS-LRR (Dangl and Jones, 2001).
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Figure 13: Reconnaissance par interaction directe entre une protéine R et Avr

Le modéele par interaction directe est aussi appelé modele ligand-récepteur. Dans cearpoot&iaé
d’avirulence (Avr) interagit directement avec la protéine de résistance (R). Cette interaction permet le

déclenchement de ’ETL
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Le second groupe est constitué des protéines de résistance qui possedent un domaine
transmembranaire RLP, d’un domaine extracellulaire LRR et parfois d’un domaine kinase
cytoplasmique ; ces protéines sont nommées Receptor-Like Kinase (RLK). Ce groupe est
également constitué des protéines Polygalacturonase-Inhibiting Protein (B@iehple de
famille la plus représentative de cette classe est la famille des protéines Cf quintdafére
résistance de la tomate au champignon phytopathoGéadosporium fulvumRivas and
Thomas, 2005). La protéine de résistance de type RLP, MLO, confere gilals éésistance de
I’orge contre le champignon phytopathogéne Blumeria graminig.sp.hordei(Opalski et al., 2005)

Enfin, le dernier groupe est constitué des protéines de résistances qui présententunee struct
originale par rapport aux protéines des deux premiers groupes. Ces protéines sont au nombre de
deux.La protéine RRS1 d’A. thalianaappartient a ce groupe. Elle permet a la plante de résister
en reconnaissaifeffecteur PopP2 de R. solanacearunCette protéine R est de type TIR-NBS-

LRR mais elle possede également un domaine NLS et un domaine homologue aux facteurs de
transcription WRKY (Deslandes et al., 2003). Un autre exemple de protéine R présentant une
structure originaled la protéine de résistance Pto de la tomate qui est une kinase cytoplasmique
sans domaine LRR.’inhibition de cette kinase par les effecteurs AvrPto et AvrPtoB permet la
détection deP. syringaepar la plante qui déclenche ses réactions de défenses (Munkvold and
Martin, 2009; Ntoukakis et al., 2013).

La majorité des protéines R posséde donc un domaine impliqué dansdetianteprotéine-
protéine suggérant que la majorité des reconnaissances de type R/Avr se faitgetioimte
directe. En effet, plusieurs étudést prouvé. Néanmoins, cette reconnaissance par interaction
directe n’est pas systématique. En effet,de plus en plus d’études atteent I’existence d’une
reconnaissance indirecte (Luderer and Joosten, 2001). Les différents modes de reconnaissances
sont présentés dans le paragraphe suivant.

3.2.2 Reconnaissance par interaction directe

L’exemple de la protéine de résistance Pi-ta du riz interagissantvec 1’effecteur AvrPita de
I’ascomycete phytopathogemé. griseaest I’un des premier cas d’interaction directe décrit. Les
deux protéines interagissent en double hybride eitro, cette interaction est donc nécessaire
pour provoquer la HR (Jia et al., 2000 autre exemple d’interaction directe est celui de
I’interaction entre I’effecteur AvrL567 du champignon phytopathogevelampsora liniet des
protéines de résistances L5, L6 et L7 du lin (Dodds et al., 2006). Coté bactérie, il adiéoen
I’effecteur PopP2 et la protéine de résistance RRS1 interagissent directement également
(Deslandes et al., 20Q0P)lus récemment, il a été montré que I’interaction de I’effecteur ATR1 de
I’oomycéte Hyaloperonospora arabidopsidigve 1’autoinhibition de la protéine de résistance
RPP1d’A. thalianapermettant ainsi la signalisation pour la résistance (Steinbrenner et al., 2012)
(Figure 13).
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Figure 14: Reconnaissance indirecte entre une protéine R et Avr. Cas des
modeles de garde et du leurre.

A: Dans le cas du modéle de gartieprotéine d’avirulence interagit avec ses cibles dans la cellule
végétale. L’effecteur va modifier ces ciblegPhosphorylation, clivage...). Cette modification conduit a
I’ETS si aucune protéine R correspondante n’est présente pour détecter la modification. Lorsqu’une
protéine de résistance R détecte la modification ceci déclenche I’ETI.

B: Dans le cas du modéle du leurre, la protéine d’avirulence va modifier la protéine leurre. Cette altération
ne participe pas a la virulence si aucune protéine de résiRan’est présente pour détecter cette
modification. Dans le cas contraire en présence de protéine de résistance R, I’ETI est déclenchée. Le leurre
est donc nécessaire au fonctionnement de la protéine R mais n’a aucune fonction dans I’établissement des
défenses en absence de la protéine R correspondante.
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3.2.3 Reconnaissance indirecte

3.2.3.1 Le modéle de garde

Pour certains effecteurs, des auteutsanté de montrer qu’il existait une interaction directe
entre un géne R et son complémentaire Avr. Malgré I’emploi de plusieurs méthodé&nteraction
directe n’a pas été révélée (Luderer et al., 2001). Ces effecteurs provoquent pourtant une HR et la
reconnaissance pourrait étren pas de I’effecteur directement mais plutét de modifications
percues par la cellule végétale. Cette reconnaissance indirecte est appelée le modeléode gard
« Guard modeb) (Van der Biezen and Jones, 1998). Les protéines R de ce modéle agissent
comme des gardiens de I’homéostasie dia cellule végétale. L’altération de protéines végétales
par les effecteurs est ainsi détectée par les protéines R qui déclenchent ainsi la signalisation
conduisant aux défenses de la plante. Ce modéle présente un avantage pour les cellules végétales
puisqu’une seule protéine de garde est capable de détecter la modification de différentes protéirge
de la cellule. De plus, ceci est cohérent avec le fait qu’il existe environ 150 protéines de type
NBS-LRR alorsque le nombre d’effecteurs est bien plus important (Dangl and Jones, 20Q01)
L’exemple qui a permis de décrire le modele de garde est celui de la perception de 1’action de
I’effecteur AvrPto par les protéines de résistances Pto et Prf (Martin et al., 1993). Les protéines
Prf et Pto forment un complexe oligomérique. Les effecteurs AvrPto et AvrPtoB inderages
Pto etinhibent son activité kinase. Cependant cette inhibition de 1’activité ne déclenche pas la
HR. Des analyses par cristallographie et de biochimie du complexe Prf/Pto ont montré que ces
deux protéines interagissewia une boucle de Pto qui maintient Prf dans un état inactif.
L’interaction d’ AvrPto/AvrPtoB provoque une trans-phosphorylation de Pto. Ce qui est possible
puisque Pto et Prf forment un complexe oligomérique. L’inhibition de I’activité kinase et cette
phosphorylatioren trangermettent I’activation de Prf qui déclenche la signalisation conduisant
a la HR. Ces résultats montrent que la kinase Pto fonctionne comme un verrou pour garder Prf
sous forme inactive. Cet exeraphontre que I’activité des effecteurs AvrPto et AvrPtoB
modifient une protéine cible, Pto, cette modification étant détectée par la protéine de résistance
Prf qui déclenche les réactions de défense. La protéine Pto est donc le gardien de la protéine de
résistance Prf (Xing et al., 2007; Ntoukakis et al., 200C8).exemple montre de plus qu’une
seule protéine R peut détecter plusieurs effecteuisettant d’expliquer ainsi pourquoi la plante
possede aussi peu de protéines de résistance R par rapport au nombre d’effecteurs d’agents
pathogénes.

3.2.3.2 Le modéle du leurre

La différence entre le modéle de garde et le modeéle du leurre (« Decoy model »3udpose
fait que I’altération du leurre par I’effecteur de type 3 ne participe pas a la virulence de I’effecteur
(Figure 14). Lorsque la plante possede une protéine R gardant le leurre, la modification de ce
leurre par I’effecteur déclenche I’ETI. Ainsi le leurre n’aura qu’un role dans le déclenchement de
I’ETI contrairement au modele de garde ou la protéine cible aura un réle dans la virulence de
I’effecteur si la protéine R permettant la reconnaissance est absente (van der Hoorn and Kamoun,
2008). Un exemple original illustrant le modele du leurre est le cas AvrBs3/RsB:cteur
bactérien AvrBs3 appartient a la famille des effecteurs Transcription Activator Like (TALS).
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Figure 15: Role de I’effecteur AvrBs3 de la bactérie Xanthomonascampestris
pv. vesicatoria

A: Schéma de la protéine AVRBS3. La protéine possede dans sa partie N-termidateaime de
translocatiorviale SST3. Dans sa partie centrale la protéine possede le domaine de liaison a I’ ADN dont

le nombre de répétitions varie entre 1,5 et 33,5. En C-terminal la protéine passiaeaine NLS et un
domaine d’activation de la transcription.

B: Structure du domaine central de liaison a ’ADN d’AVRBS3. Les 17 répétitions sont presque
identiques. Les seules différences résident dans les acides aminés 12 et 13guabtes dans chaque
répétition. La séquendgdPA-boxreprésentée est la correspondance « RVD-paire de base » (Repeat
Variable Diresidue).

C: Ilustration du mode d’action d’AvrBs3. Une fois injecté dans la két végétale, I’effecteur AvrBs3 se
dimérise. Des importinesse lient aux domaines NLS permettant la translocatiomaierdidans le noyau
qui va se lié auJPA-boxdes genedJPA. Par exemple le gergPA20sera transcrit et activera la
transcription du géngPA7 qui déclenche I’ETS. Dans le cas de la présence du géneBS3,la liaison du
dimére d’AvrBs3 provoque la transcription du geB83qui provoque I’ETIL. (Modifié d’apres Boch et
Bonas, 2010)
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Les effecteurs de cette famille possedent une séquence de localisation nucléaiteuNLS e
domaine central répété qui leur permet de se dimériser et de se lier sur des séqueotEepro

de I’ADN de la cellule végétale appelées UPA-box (Boch et al., 2009). Le domaine répété
d’AvrBs3 comprend 17 répétitions de 34 acides aminés. Ces répétitions sont trés conservees entre

les différents TAls. Cependant les acides aminés 12 et 13 du domaine répésffdcteur TAL

a ’autre sont hypervariables ce qui va permettre a chaque TAL de se lier a des sedésnce
spécifiques de I’ADN. Au final, chaque chargent d’acide aminé d’un TAL va correspondre a

une base nucléotidique de la séquence promotrice hdRACeci permet aux TALs d’activer de

maniére spécifique des génes portant une séquence UPA-box dans leur promoteur qui leur sont
propres (Boch et al., 2009; Boch and Bonas, 204}s le cas d’AvrBs3, le géne de résistance
BS3porte une séquence UPA-box dans son promoteur. La transcription du gene Bs3, qui code
une flavine monooxygénase conduit a la HR (Rémer et al., 2007) (Figure 15). Le réle de la
protéine BS3 en tant que flavine monooxygénase reste inconnu mais il a été montré que le géne
FMO1 codant une flavine monooxygénase chehalianaest important pour 1’établissement de

la SAR probablement en synthétisant un métabolite nécessaire a la transduction et a
I’amplification d’un signal pendant les phases précoces de la SAR (Mishina and Zeier, 2006). Des
analyses d’alléles de BS3 sur plusieurs accessions de poivrons montrent que plusieurs de ces
accessions portent un variant non-fonctionnel. Ces accessions ne montrent aucun trouble
développemental ou physiologique ce qui suggéereRfsB2a un rble uniguement dans la
résistanceDe plus, I’effecteur AvrBs3 peut se fixer sur d’autres promoteurs portant des UPA-box
permettant la virulence de la bactérie. Ces arguments mogtrantcoursde 1’évolution, la

plante a mis au point ce type de leurre qui agit comme mécanisme de défeumses exemples

comme les cas de I’effecteur Avr2 de Cladosporium fulvunet de la protéine leurre RC3 de la
tomateou encore de la protéine RIN4 d’A. thalianaillustrentl’existence du modéle du leurre (van

der Hoorn and Kamoun, 2008)
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Figure 16: Différences et similarités entre PTI et ETI

A: Dans le cas de la PTI, la bactérie est reconnue par le récepteur de type RRit€eton provoque

les réactions de défenses décrites dans I’introduction. Ces réactions de défenses vont déclencher
I’immunité basale qui s’exprime de maniére modérée et sur une durée courte.

B: Dans le cas de I’ETI, la bactérie injecte un effecteur détecté par la protéine de résistance R comme
protéine d’avirulence Avr. Cette détection provoque les mémes réactions de défenses que dans le cas de la

PTI. La différence s’exprime au niveau de la robustesse de ces réactions de défenses et au niveau de la

durée de cette défense qui s’exprime plutét en heures. Cette immunité spécifique conduit plus
généralement & la mort cellulaire programmée de type HR
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3.3 Défenses déclenchégar ’ETI

Suite a la reconnaissance d’un effecteur par sa protéine R correspondante, une signalisation
est mise en place conduisantETI. La dgnalisation qui conduit a la I’ETI passe par les mémes
défenses que la PTI (Flux ioniques, production de FAOs et de NO, activation des MAPKSs,
participation des phytohormones et des protéines PR et synthese de composés anti-microbiens)
Ceci montre qu’il existe une connexion entre la PTI et ’ETI (Tsuda and Katagiri, 2010)
Toutefois, des différences existent entre les deux voies d’immunité. Ces différences s’expriment
de maniére quantitativet d’un point de vue cinétique. Ainsi au cours de la PTI les défenses
induites seraient transitoires alors qu’elles seraient plus durables au cours de ’ETI conduisant &
une résistance plus robuste dans le cas de ’ETI (Tao et al., 2003) (Figurk6). Cette défense au
cours de I’ETI conduit plus souvent a la HR contrairement a la PTI. Ceci correspond plus a un
effet de seuil de la HR atteint pendant I’ETI plutdt qu’une différence de programme de défense.
Le modele en « zigag» présenté en Figure illistre cet effet de seuil (Jones and Dangl, 2006).
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Figure 17: Le modele en « zig-zag »

Modéle mettant en évidence les mécanismes de mise en place de I’immunité innée chez les plantes et de

son possible contournement. Phase A, les PAMPS d’un agent pathogene sont détectés par les récepteurs de
type PRR de la plante qui met en place I’immunité nommée PTI. Phase B, I’agent pathogene va délivrer
des effecteurs qui inhibent les réactions de défenses dues a la PTI conduisant anutierdide
I’amplitude des défenses, on parle d’ETS. Phase C, un effecteur (Avr) est reconnu par la plante par une
protéine de résistance (R), ceci augmente fortement I’amplitude des défenses conduisant a la réaction
hypersensible, on parle d’ETI. Phase D, 1’agent pathogene possede de nouveaux effecteurs qui inhibent
I’ETI diminuant I’amplitude des défenses, I’ETS est de nouveau provoquée. Phase E, la sélection naturelle
permet de sélectionner des plantes portant un nouvel alléle qui code une protéamt gétecter les
nouveau effecteurs permettant ainsi de déclencher ’ETI. PAMPS: Pathogen Associated Molecular
Pattern, PTI: PAMP Triggered Immunity, ETS: Effector Triggerect8ptibility, ETI: Effector Triggered
Immunity. Modifié d’aprés Jones et Dangl 2006
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3.4 Contournement del’immunité spécifique

Comme il a été présenté précédemment, les plantes ont développé plusieurs moyens pour se
défendre contre les effecteurs de type 3. Comme le montre le modele erag>zidrigure 17)
les eftcteurs déclenchent I’ETI lorsqu’ils sont détectés par la plante. La seconde phase du
modele montre que les bactéries contournent cette ETI par des changenagquargissent pour
un effecteur ou dans les gammes d’effecteur. Ces changements s’opérent soit par mutation, soit
par suppression des effecteurs de type 3 reconnus par la plante, soit par acquisition de nouveaux
effecteurs Au cours de 1’évolution la pression de sélection exercée sur les bactéries par la
présence des protéines R permet ce type de changement. Contrairement aux PAMRIAdAMP
effecteurs ne sont pas indispensables a la viabilité de la bactérie et ils sont, le plus souvent, soit
regroupés en flots de pathogénicité, soit cernés par des éléments mobiles. Des mutations
ponctuelles dans les séquences promotrices des effecteurs peuvent empécher lesiéiecteurs
synthétiséCeci explique pourquoi il n’est pas difficile pour les bactéries de muter ou de perdre
leurs effecteurs de type 3 lorsqu’ils entravent la virulence d’un agent pathogene (Alfano and
Collmer, 2004).
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Figure 18: Suppression de ’ETI par les effecteurs

La bactérie injecte des effecteurs dans la cellule végétale. Un effectgue d@treconnu par la protéine
de résistance R déclenche I’ETI dans le cas d’une mise en place des défenses efficace. Au cours de
1’évolution la bactérie acquiert des effecteurs qui vont empécher la mise en place des défenses a différents
niveaux possibles. Dans le cas {Xffecteur va directement inhiber la reconnaissance R-Avr. Dans le cas
(2), I’effecteur va supprimer la signalisation déclenchée par la reconnaissance. Dans le cas (3), les
effecteurs peuvent étres des suppresseurs de la HR induite.
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3.4.1 Suppression de PETI par les effecteurs

Un exemple bien décrit de lappression de I’ETI par un effecteur est I’exemple de la
suppressionde la modification de la protéine végétale de résistance RIN4 par 1’effecteur
AVrRPT2 deP. syringaelLa bactérie injecte dans la cellule les effecteurs AvrRpm1 et AvrB, ces
deux effecteurs vont phosphoryler la protéine RIN4, cette phosphorylation est détectée par la
protéine RMP1 qui permet le déclenchement de la HR (Mackey et al., 2002). A cette étape la
bactérie ne peut donc pas supprimer les défenses de la plante et se multiplier. Pour pallier a ce
probléme la bactérie injecte également I’ effecteur AvrRpt2. Grace a son activité cystéine protéase
cet effecteur clive RIN4 qeretrouve dégradée par la machinerie du protéastemepéche sa
détection par la protéine RPM1 (Axtell et al., 2003; Kim et al., 2Q0%)emple de I’effecteur
AvrRpt2 n’est pas le seul cas de figure observé dans la suppreskidotETI. ChezP. syringasl
a égalementté montré 1’existence d’autre type de suppression de cette voie de défense avec le
cas de I’effecteur AvrB (Block and Alfano, 2011). @st aussi le cas pour la bactérieXcvdont
I’effecteur AvrBsT est capable de supprimer la HR induite par I’effecteur AvrBs1 sur poivron
(Szczesny et al., 2010) (Figure)18es exemples illustrent le fait que I’ETI a été contournée de
nombreuses fois au cours de I’évolution.

L’histoire de la protéine RIN4 ne se cantonne pas qu’a une simple suppressigiar I’effecteur
AvrRpt2. En effet, la plante a su s’adapter pour empécher la suppression de ses défenses. Pour
cela elle a mis en place une protéine de résistance RPS2 qui va de nouveau détecter la
modification par clivage de RIN4 et permettre de déclencher la HR (Artebtaskawicz, 2003;
Day et al., 2005)L’exemple de la protéine de résistance RIN4 et de I’effecteur AvrRpt2 est
intéressant d’un point de vue évolutif car il illustre parfaitement cette lutte pour la survie des deux
protagonistes. La derniere phase du modéle « zig-aagtre cette derniére étape de 1’évolution
de la plante permettant de déclencher I’ETS. Ce modele n’est pas figé, il est en constante

évolution, les auteurs parlent d’ailleurs d’une course a ’armement dans la lutte pour la survie
(Jones and Dangl, 2006).

3.5 La résistance non-hote, une résistance efficace

La résistance non-héte est une résistance a large spectre qui tamféraité de tous les
écotypesi’une méme espéce contre tous les isolats d’un microorganisme pathogéne (Senthil-
Kumar and Mysore, 2013). Cette résistance non-hoéte est classée en deux catégorieseie premi
groupe est représente par la résistancehbande type I, dans ce cas I’issue de ’interaction ne
conduit pas a des symptémes nécrotiques de type HR tandis que pour le second groupe (type Il)
I’interaction conduit a des symptémes nécrotiques de type HR (Mysore and Ryu, 2004).a
récemment, la résistance non-héte correspondait uniguement aux défenses préformées de la
plante et a la PTI. Dorénavant plusieurs études attestent que les mécantfessses non-hote
se déroulent égalemena ’ETI (Daniels et al., 1987; Deslandes and Rivas, 2012; Moreau et al.,
2012; Rojas and Mysore, 2012)ne étude en particulier démontre le réle de I’ETI dans la
résistance non-hote (Sohn et al., 2012). Aalficette résistance est mise en place grace a une
large gamme de mécanismes et est gouvernée par un grand nombre de génes (l280/&t al.,
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Figure 19: La résistance non-hote, une résistance multi-couches

(1) Lorsqu’elle se retrouve a la surface de la plante, une bactérie ptheenéiet pathogéne péneétre dans le
mésophylleviales stomates ou les blessures. (2) Une fois dans I’apoplaste un agent pathogeéne manipule la
cellule végétale de fagon a ce qu’elle relargue des nutriments. Ainsi I’agent pathogene peut se multiplier et
éventuellement provoquer la maladiependant dd a la résistance non-hote, tous lassgggthogénes ne
peuvent réussir ces deux étapes. (3) La premiere couche de défense des plantes a la sewfiies eles f
dans I’apoplaste possedent des barrieres préformées ou induites, comrnnedes/ou les défenses par des
molécules chimiques tels que des composés antimicrobiens. (4) Les réponses de défensesinduites
déclenchent tout d’abord par la perception des PAMPs et dans les stages les plus avancés par la
reconnaissance d’effecteurs. L’interaction directe entre 1’agent pathogene et la cellule végétale initie des
réactions de défenses supplémentaires et dans certalagi®almitant ainsi la progression de 1’agent
pathogéene. Quelques exemples de la résistance non-h6te identifiés récemment sont montrés.
Cyp710A1 famille des cytochrome p450 sous-famille A et polypeptide[1S1Enhanced Disease
Susceptibility 1;GOX, Glycolate OXidaseNHO1, nonhost 1;0AT, Ornithines-aminotransferase;
ProDH, Proline deshydrogenase; ROS, Reactiv Oxygen Species; RPL, Ribosomal Pr&&il,;
Suppressor of G2 allele of SKPFAQS Squalene&ynthase (Modifié d’aprés Senthil-Kumar and Mysore,
2013).
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Parmiles mécanismes impliqués, degladats de la PTI et de I’ET1 ont été identifiés (Figure
19). Des MAPKs peuvent étre impliquées, c’est le cas par exemple des MAPKS induites chez le
tabac en réponse a la harpineRlesyringaepv. Phaseolicola(Lee et al., 2001). Des genes
participant a I’induction de FAOs ont été identifiés comme la glycolate oxidase (GOX) dont la
mutation compromet fortement la résistance non-h6te chez le tabadc@ytiegagyv. Tomato
T1. De méme che&. thaliana,des mutants de plusieurs membres de la famille des G&wés
sont affectés dans la mise en place de la résistance non-hétéPcegtingaepv. tabaci(Rojas
and Mysore, 2012). Enfin, Moreau et al., 2012 ont identifié le &1 ,un géne impliqué dans
la mise en place de la HR dans le cas d’une interaction incompatible, qui permet de restreindre la
croissance de la bactéie amylovorachez la plante non-hofe thaliana.

La résistance non-hote est une résistance efficace car elle concerne la pisecede
plusieurs couches de défenses. De plus, beaucoup de genes identifiés et impliqués dans la
résistance non-h6te sont requis pour le métabolisme primaire chez la plante (comme le géne
codant la proline déshydrogénase ou la protéine ribosomale L) et soimtdispensables pour la
plante.

Je vais par la suite présenter la bactérie phytopathdgésmylovoraresponsable du feu
bactérien sur pommier et poirier. Cette bactérie est intéressante en tant qu’outil sur la plante A.
thaliana puisqu’elle permet d’étudier les mécanismes de la résistance non-héte et le réle des
effecteurs de type 3 pendant 1’interaction.
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Figure 20: Cycle du feu bactérien des Pyroideae

(1): Les insectes transportent la bactérie sur les fleurs. (2): La baoééretre dans les flewm les
nectarthodes et dans les feuillés les blessures ou les stomates. La bactérie se multiplie et se propage
entre les cellules. (3): Les inflorescences deviennent noires et meurent. (4): L’infection s’étend aux autres
fleurs, brindilles et feuilles. (5): La bactérie colonise le reste de la pléntes tissus conducteurs
xylémiens. (6): Formation de nouveaux chancres sur les branches et les souches.

Une autre voie permettant a la bactérie d’infecter la plante est possible. (1’): Infection directe des jeunes
brindilles. (2°): Multiplication intercellulaire et colonisation de la bactérie dans 1’écorce. (3”): Les cellules

de I’écorce infecté s’effondrent.

(7): Brindille tuée par le feu bactérien et feuilles mortes restameuwees a la brindille. (8): Jeune plant
hautement infecté par le feu bactérien. (9): La bactérie pases dans les chancres. (10): Le chancre
s’élargit et encercle la branche ou la souche. (11): Les bactéries dans les exsudats sont disséminées par les
insectes et la pluieModifié d’aprés Plant pathology cinquiéme édition, Agrios 2005).
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IV.  Erwinia amylovora

1. Le feu bactérien

La bactérie phytopathogee amylovorapacille motile gram-négative et appartenant a la
classe des protéobactsrét a la famille des entérobactéries est I’agent responsable de la maladie
appelée le feu bactérien. Cette maladie, observée pour la premiére fois albakstdass 1’état
de New York, affecte les plantes de la sous-familleMa®ideaeet plus particulierement la
tribu desPyrae.La bactérie infectdes plantes d’intérét agronomiques telles que le pommier, le
poirier et le cognassier, mais également des plantes ornemeaiialegue 1’aubépine et le
cotoneaster. La maladie a fait son apparition en Europe a partir de 1957 et est détectée pour la
premiere fois en France en 1972. Le dernier pays ou la maladie a été détectée est la Tunisie en
2011.

2. Cycle de la maladie

E. amylovoranfecte essentiellement les plantes hétes par les inflorescences et ce notamment
grace aux insectes pollinisateurs qui servent de vecteurs pour la bactérie. Une fois la bactérie
présente sur les inflorescences, elle va pénétrer dans les/issRssstructures synthétisant le
nectar appelées nectarthodes, les stomates maisvéadss blessures qui peuvent &tre
provoquées au niveau des trichomes des feuilles par le vent ou par les insectes (on parle de
phénoméne de « crack-entry ») (Bogs et al., 1998). Une fois dans les tissus, la basgrie va
multiplier dans les espaces intercellulaires. Sur plante hote, cela se traduit par une coloration
brune des inflorescences qui se dessechesgrefcrosent mais aussi par un recourbement en
forme de crosse de I’inflorescence. Par la suite, I’infection se propage aux autres fleurs, feuilles
puis aux branches. Ceci est d0 a une multiplication de la bactérie dans le xylemeset a un
migration progressive de cette derniere vers les tissus vivants. Cette colonisation des tissus
provoque la formation de chancres au niveau des branches dans un premier tempsypais au
du tronc lorsque la sévérité de la maladid’arbre est plus importante. Ces chancres, permettent
a la bactérie dge maintenir durant I’hiver constituant ainsi un inoculumpour la saison suivante
(Paulin and Sampson, 1973). En condition de forte hygrométrie, des gouttelettes riches en
bactéries appelées exsudat bactérien se forment au niveau des fruits, des branches ou des
chancres. Les bactéries peuvent étre ainsi disséminées grace aux insectes mais aussi par les
gouttes de pluies (on parle de phénomene de splashing) sur les plantes Leisiyas.continue
ainsi (Agrios, 2005) (Figure 20).
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Figure 21: Symptémes du feu bactérien

(A) Noircissement et courbure en crosse de I’inflorescence apreés infection. (B) Symptdmes sur poire avec
formation de goutellettes d’exsudats bactérien. (C) Formation de chancre automnal permettant la
conservation d’inoculum secondaire. (D) Aspect brilé d’un pommier lors d’une infection sévére.

Crédit photo: Frédon Rhonglpes (A, B et C) et site du ministére de I’agriculture et de 1’alimentation en
Otario, Canada (D).

(http://www.omafra.gov.on.ca/french/crops/facts/fireblight.htm)
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I1 est facile d’identifier le feu bactérien (Figur2l). En effet, la bactérie en colonisant les
tissus provoque la nécrose de ces derniers etreanf aspect brilé a la plante d’ou le nom
donné a la maladie.

2.2 Méthodes de lutte

Le feu bactérien peut provoquer la destruction compléte d’un verger en une saison de culture.
Cela dépend de la variété cultivée, mais aussi des pratiques agriculturales employieisguour |
la propagation de la bactérie une fois présente dans le verger.

A T’heure actuelle, il n’existe aucune méthode efficace de lutte contre le feu bactérien, des
meéthodes dites de prévention sont employées. En effet, de bonnes pratiques cultgralessmai
des moyens de lutte chimique biologique et génétique empécheront un développement important
de la maladie.

2.2.1 Pratiques culturales

La gestion de la vigueur des plantes est un facteur important. Par exemple, une taille trop
importante provoquera une croissance excessive et vigoureuse des jeunes pousses rendant les
arbres plus sensibles a la maladie (http://www.agr.gc.ca). La nutrition azotée joue également un
réle important dans la vigueur, un apport azoté trop important provoquera une forte croissance
des pousses rendant les arbres plus sengpdlgsl’ouvertures naturelles notamment) (Agrios,

2005).

L’environnement de culture a également un effet sur la maladie. Il est important d’avoir
un verger bien dégagé dans les allées, de permettre la circulation de 1’air, d’éviter I’arrosage par
aspersion durant la floraison et en cas de températures propices au feu bactérien créant un
microclimat défavorable a la bactérie. Une lutte intégrée contre les insectes (pucerons,
cicadelles...), une élimination des déchets de culture (chancres, branches mortesyathage
des arbres malades sont des moyens complémentaires a la mise en place de ce microclimat
(http://www.agr.gc.ca).

Le choix des cultivars et porte-greffes peu ou pas sensibles au feu bactérien joue
également un réle dans la diminution de la propagation de la maladie. En France, un arrété
préfectoral datant du 12 ao(t 1994 stipule que certaines variétés sont interdites a la platation et
la multiplication tels que le pommi&talus domesticaariété Peau de chien et le poifrus
communig/ariété Passe-crassane.

2.2.2 Lutte chimique

A I’heure actuelle, il existe plusieurs types de traitements chimiques susceptibles de limiter la
propagation de la maladie.

La bouillie bordelaise dont le principe actif est le cuivre peut étre utilisée au verger.
Néanmoins, ce compos&ura qu’un effet bactériostatique SUrE. amylovoraet doit étre employé
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de maniére raisorn afin d’éviter d’importantes pollutions des sols et d’éliminer des
microorganismes susceptibles d’entrer en compétition avec E. amylovoraet donc d’empécher sa
progressionUn autre exemple de bactériostatique qui peut étre employé a été publié recemment
avecl’utilisation de courts acidesag tel que 1’acide propionique (Konecki et al., 2013).

L’emploi d’antibiotiques tels que la streptomycine et 1’oxytétracycline est une méthode
efficace contr&. amylovoa. Le probléme de ce type de composés est 1’apparition de résistances
plasmidiques (Schroth et al., 1974). De ce fait, les antibiotiques sont autorisés mais de maniéere
contrdlée dans certains pays Européens (Suisse, Allemagne...) mais interdit en France.
Néanmoins ils sont toujours utilisés aux Etats-Unis et ce depuis les années 50.

Des études ont également été effectuées dans le but de pré-induire les défenses de la
plante héte en utilisant notamment des éliciteurs de défenses chez la @lesttee cas de
I’utilisation de I’acide benzolar-S-méthyl (le Bioff) qui est un analogue fonctionnel de I’acide
salicyligue (SA), inducteur de la résistance systémique acquise. Il existe aussi le prohexadione-
calcium qui est un régulateur de croissance des pousses et qui permet de diminuer les symptémes
du feu bactérien sans affecter la population bactérienne (McGrath et al., 2009). Cependant,
I’utilisation de ces composés en champs pour limiter le développement de la maladie, doit encore
étre étudiéeD’autres composés éliciteurs sont encore en cours d’étude (Brisset et al., 2000).

Enfin, une étude récente montre que certains composés phénoliques tels que 1’acide 4-Methoxy-
cinnamic et I’acide benzoique peuvent inhiber la formation du systéme de sécrétion de type 3 de
la bactérie (Khokhani et al., 2013)

Au méme titre que les pratiques cultusal&mploi de composés chimiques n’empéchera
pas la mise en place de la maladie s’ils ne sont pas utilisés de maniére efficace et ce uniquement a
titre préventif.

2.2.3 Lutte biologique

Le but de la lutte biologique contre le feu bactérien, est de provoqudragn@ieme vis a
visd’E. amylovoraen utilisant des bactéries non-pathogenes pour la pettantagonisme peut
s’exprimer de deux manieres :

-La premiere consiste a utiliser une espéce bactérienne qui synthétise des antibiotiques
pouvant inhiber lacroissance d’E. amylovora.C’est le cas de Pantoea agglomerandont
certaines souches synthétisent un antibiotique, la pantocine (Pusey et al., 2011; Wodzinski and
Paulin, 1994)Un produit contenant la souche C9-1 et E235Pd@mtoea agglomeransst
commercialisé sous le nom de BlightBast Bloomtim&. Ces produits sont appliqués sur les
inflorescences.

-La seconde, consiste a utiliser une baectériagoniste d’un point de vue ressources
nutritiveset spatial En effet, I’application de la bactérie Pseudomonas fluorescessy les jeunes
inflorescencespermettrait d’occuper la placeet d’empécher E. amylovorade coloniser les
espaces susceplitb d’accueillir cette derniere (Wilson, 1993; Cabrefiga et al., 2007; Stockwell

66



Introduction générale

and Stack, 2007).e produit commercialisé contenant fluorescense nomme BlightBan
A506°.

2.2.4 Lutte génétique

Un vaste programme de création de variétés résistantes par hybridation entre variétés
résistantes a été entrepris depuis plusieurs années en France. Ce programisdea pettre en
évidence des QTLs majeurs de résistance expliquant 37 a 47 % de la variation phénotypique
(Calenge et al., 2005; Khan et al., 2011). Un autre QTL majeur de résistance a été découvert par
la suite permettant d’expliquer 80% de la variation phénotypique (Peil et al., 2007). Cependant il
a été montré que ce QBLEté contourné par une souche trés agressive d’E. amylovorgEa 266)

(Durel et al., 2009). Récemment, deux autres QTLs mineurs expliquant 15 a 17% et 10 % de la
variation phénotypique ont été décrits (Le Roux et al., 2010). Malgré le fait que la recherche de
QTL soit longue et demandeaucoup d’investissements, plusieurs QTLs majeurs stables de la
résistance au feu bactérien ont été décrit. Ces recherches de QTLs colapsét=ction variétale
assistée par les « Marker-assisted breeding » (MAB) (Malnoy et al., 2012) permettronbde mie
comprendre les mécanismes de résistances au feu bactérien et donc de lutter plus facilement
contre la maladie.

La transgénese pour obtenir des résistances est un autre moyen de lutte elevisageale
feu bactérien. En effetetype d’étude reste moins long a poursuivre que la création variétale par
hybridation classiqueCependant, ce type d’étude reste un sujet sensible en France et les
mécanismes d’interaction entre E. amylovoraet ses plantes hotes, demande encore a étre connus
de maniére fineRar exemple, une étude récente montre qu’une résistance monogénique de type
R-Avr existe dans I’interaction E. amylovoraetMalus robustala présence d’E. amylovoradans
la plante hote se ferait par détection de son effecteur AvrRpt2(EA) puisque |¢élmactérien de
cet effecteur peut provoquer le feu bactérien sur ce génotype. Dans ce cas, le gaéEaVrR
est considéré comme un géne d’avirulence (Vogt et al., 2013).

Enfin, le séquencage récent du génome du pommier constituera une base solide quant a la
compréhension des mécanismes de résistances (Velasco et al., 2010).

3. Etude de la diversité d’E. amylovora

Les populations d’E. amylovorasont trés homogénes. Par exemple le génome des soaches E
273 (souche américaine) et CFPB 1430 (souche Européenne) sont identiques a 99.99% (Smits et
al., 2010), leurs génomest d’ailleurs été séquencés. Les variationgue I’on peut observer entre
les souches concerndatgamme d’hétes infectés. Notamment, certaines souches infectent le
genreRubusmais pas les genidalus ou Pyrus(Momol and Aldwinckle). La différence peut
s’observer également au niveau de la sensibilité & la streptomycine et a certains phages (Paulin,
2000). Plus récemment, une étude a mis en évidence une nouvelle méthode pour étudier la
diversité entre les souches d’E. amylovora
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Figure 22: Cluster hrp/dsp d’ E. amylovora

EEH: Effecteurs et éliciteurs du cluster hrp

Ce cluster comprend la région EEH, qui code pour les pretéspédisease specific) et les harpines. Ce
cluster comprend également la régiop/hrc qui code pour des protéines régulatrices et structurales de
hrp permettant la construction d’un SSTT fonctionnel (Modifié d’aprés Oh et Beer, 2005).
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grace aux CRISPR (pour Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Ce sont
des loci qui contiennent de courtes mais multiples répétitions, décrites comme étant un
mécanisme d’immunité chez les bactéries en empéchant I’invasion par de 1ADN étranger
(Barrangou et al., 2007). Les auteurs ont montré notamment que des différeatesluservées

au niveau de ces répétitions entre les différentes souches d’E. amylovora.

4. Le génome d’E. amylovora

Le génome de la souche CFPB 1430 est constitué¢ d’un unique chromosome circulaire de 3.8
mégabases et posséde un plasmide quasi-ubiquitaire nommé pEA29. Sans ce plasmide, la
virulence des souches sur poirier et leur croissance sur milieu minimum sans thiamine seraient
légerement altérées (Laurent,, 1989; McGhee and Jones, 2000).

Le génome de la souche Ea 273, est constitué d’un unique chromosome circulaire de 3.8
mégabases et de deux plasmides pEA72 et pEA29. Le plasmide pRAvaR de role précis a
I’heure actuelle pour la virulence. Les séquences codantes putatives portées par ce plasmide
représentent des génes de conjugaison (A M Bocsanczy).

La séquence du chromosome de ces deux souches, a permis de mettre en évidence des sets de
genes impliqués dans diverses fonctions. Notamment, des sets de genes codant protéines de
biosynthese du flagelle, chimiotaxéed’exopolysacharides comme le levanEamylovorane.

On trouve également des sets de ganeklqués dans 1’acquisition du fer ainsi qua sécrétion
de type |, Il et VI sangle majeur dans la virulence. Des genes codant des éléments du quorum-
sensing ont été également identifiés.

Enfin, on trouve des genes de biosynthése de trois types de systemes de sécrétion de type Il
Dans un premier temps, le cluskep-dsp(hypersensitive response and pathogenicity-disease
specifig codé par I’ilot de pathogénicité I (PAI-1) avec des genes de régulation, de structure pour
le pilus et des genes de protéines secrétées via le pilus. Cet ilot de pathogénicité est le plus
important en ce qui concerne la virulence et ce particulierement pour les genes codant pour le
pilus et les protéines secrétées (Figure 22). Il existe également les ilots de pathogénicité Il et Il
(PAI -2 et PAI-3). Le rble de cesux ilots n’est pas décrit mais il a ét¢ montré qu’ils n’ont aucun
réle majeur dans la virulence (Zhao et al., 2009; Smits et al., 2010).

En résumé, les génes du cluster-dsp(etdes génes codant les protéines de biosynthese de
I’amylovorane) sont essentiels au pouvoir pathogeéne d’E. amylovorale r6le de ces genes et le
role d’autres facteurs du pouvoir pathogéne seront décrits de maniére plus exhaustive dans la
partie suivante.
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Figure 23: Facteurs du pouvoir pathogéne d’E. amylovora

Les facteurs importants du pouvoir pathogéne sont répartis sur différents clustererdasome
bactérien. Le clustemmsen bleu permet la synthése de 1’exopolysaccharide de surface I’amylovorane. Le
clusterhrp/dsppermet la synthése du systeme de sécrétion de tySSTT] et des effecteurs transportés
viaceSSIT. Etle clusteDFO E/FoxRpermet la synthése des composantes d’acquisition du fer ferrique.
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5. Les facteurs du pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogéne de la bactdieamylovoralépend dond’un systéme de sécrétion de
type 1l fonctionnel et des protéines secrétées via ce complexe. Mais son pouvoir pathogéne
dépend également d’un systéme d’acquisition du fer et de I’exopolysaccharide de surface
I’amylovorane (Figure23).
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Figure 24: Systéme d’acquisition du fer chez E. amylovora

A: Structure de la desferrioxamine E seule ou complexée au fer (ferrioxamine)

B: Schématisation du transport du fer ferrique%FehezE. amylovora.La desferrioxamine E est
synthétisée dans le cytoplasme et exportée dans le milieu extracellulaire. La desferriéamine
complexe avec le fer ferriqgue pour donner la ferrioxamine. Le récepteur FoxR permet de faire passer la
ferrioxamine du milieu extracellulaire dans le periplasme. Le transport@agtoplasme nécessite le
complexe TonB couplé a une perméase. Le fer ferrique est libéré de son complexteest fédierreux

(FE™) qui est utilisé dans le métabolisme cellulaiModifié d’aprés Vanneste, 2000, chapitre Expeet

al., 2000).
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5.1 Le systéme d’acquisition du fer et le stress oxydatif

Le fer est une ressource essentielle pour les organismes vivants, puisque certaines protéines
ont besoin de cet élément en tant que cofacteur pour leur fonction. Le fer étant en quantité
limitante dans la nature du fait de son insolubilité en conditions aérobies, certaines bactéries
pathogenes ont mis en ptaen systéme d’acquisition de cet élément leur permettant de se
multiplier dans les cellules de leur hote. C’est le cas par exemple des bactéries du genre Shigella,
responsables de la dysentejie synthétisent des sidérophores (molécules qui possédent une tres
forte affinité pour le fer ferriquelans les cellules épithéliales de I’intestin. Ces sidérophores leur
permettent de se multiplier dans les cellules épithéliales (Payne et al., R0O@@)ylovora,
possede ausst type de systéme d’acquisition du fer. En effet, elle est capable de synthétiser des
sidérophores nommeés desferrioxamines (DFO). Elle synthétise notamment les formes E, D, G et
X. La E est majoritaire et joue un réle dans la virulence de la bactérie puisque des mutants
affectés dans la biosynthese de DFO E ne peuvent plus coloniser les inflorescences de la plante
héte (Kachadourian et al., 1996; Dellagi et al., 1998) (Figdird.a DFO E, une fois synthétisée,
se lie au F& pour former la ferrioxamine, ce complexe est ensuite internalisé grace au récepteur
FoxR puis le fer est réduit en¥et rendu disponible pour les besoins cellulaires (Vanneste,
2000).

Les sidérophores’ont pas seulement un role d’assimilation du fer pour la bactérie. Durant la
maladie E. amylovoranduit une forte accumulation d’espéces réactives de I’oxygeéne (comme
les ions superoxides ;Oct du peroxyde d’hydrogéne H,O,) (Venisse et al., 2001). Les
sidérophores vont protéger la bactérie contre 1’accumulation de radicaux hydroxyles (QH°
formés en présence de’Fet de peroxyde d’hydrogéne grace a la réaction de Fenton (Dellagi et
al., 1998). En effef| a également été montré que des mutants de biosynthese de la DFO E sont

plus sensibles que la souche sauvage a des concentrations croissantes d” H,O, (Venisse et al.,
2003).

Enfin, des mutants d&aamylovorane sont plus sensibles au stress oxydatif et moins virulents
(Berry et al., 2009). Ces résultats suggérent que la tolérance au stress oxydant est un élément clé
dans le pouvoir pathogéne d’E. amylovoraPar ailleurs, Venisse et al., 208iettent I’hypothése
que la production d’un burst oxydatif pourrait étre bénéfique a la bactérie.
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Figure 25: Importance de I’amylovorane dans la colonisation des tissus par E.
amylovora

A, B: Des feuilles de pommier ont été inoculées par infiltration sous vide (A) ou a I’aide de ciseaux (B)
avec une suspension bactérienne sauvé@® ¢u mutante pour I’exopolysaccharide de surface
I’amylovorane (amg.

Les photos sont prises une semaine post-inoculation (Barny et Fagard, non-publié).

C: Des feuilles de pommiers agés de 5 a 7 semaines ont été inadtdéte d’une souche sauvage d’E.
amylovoratransformée avec un plasmide pettant d’exprimer la GFP. La fleche indique la direction de
déplacement des bactéries, des vaisseaux du xyléme vers le parenchyme (Modifié d’apreés Bogs et al.,
1998).
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5.1 L’amylovorane

L’amylovorane est un oligosaccharide complexe (Nimtz et al., 1996) dont la biosynthese
requiet un nombre important de genes. La majorité de ces génes, sont organisésresenE?
ORFs dans une région du chromosome de 17 kb appeig@Bugert and Geider, 1995)e
pouvoir pathogéne d’un mutant amsdépend du mode d’inoculation. Lorsque 1’on inocule des
feuilles de pommier a I’aide de ciseaux trempés dans une suspension bactériennee mutantest
capable d provoquer une nécrose au niveau du site d’infection par infiltration. Par contre,
I’inoculation par blessure montre que le mugans,n’est plus capable de progresser dans les
tissus vasculaires contrairement a la souche sauvage (Bellemann and Geider, 1992; Bogs et al.,
1998) (Figure 25). Enfin, une étude récente montre que des mutants du gene orphelin AmyR,
régulateur négatif de la synthése de I’amylovorane, induisent plus de symptomes que la souche
sauvage (Wang et al., 2012a&pus ces résultats montrent que 1’amylovorane est un facteur
essentiel au pouvoir pathogéne d’E. amylovoraet ce notamment pour la colonisation des tissus de
I’héte.

5.2 Le systéme de sécrétion de type Il (SSTT)

Le systéme de sécrétion de type III d’E. amylovoraest indispensable pour son pouvoir
pathogéne. En effet, des mutants dans les genes codant les protéines de structure (HrpA) du
complexe ne sont plus pathogenes sur plante héte et ne provoquent igRisaeune plante
non-héte, le tabac (Barny et al., 199D)expression de ces génes est régulée en fonction des
conditions environnementales. En effet, la mise en place de ce complexe demamdegied
la bactérieAfin de limiter ’utilisation de cette énergie, I’expression des genes de ce complexe
est réprimée en milieu riche et activeglantadans 1’apoplaste, un environnement pauvre en
nutrimentsL’expression de ces génes est aussi régulée en fonction de la température et du pH
(Wei et al., 1992b). Une étude récente monque I’acidification du pH pendant 1’infection
provoque une diminution de I’expression de certains genes du cluster (Pester et al., 2012).

En 2007, une étude a permis de montrer que le sécrétome d’E. amylovoraest composé d’au
moins 12 effecteurs de type Il (Nissinen et al., 2007). Ce qui représente un faible nombre par
rapport aP. syringaecapable daecréter jusqu’a 35 effecteurs (Block and Alfano, 2011t R.
solanacearumavec plus de 7QPoueymiro and Genin, 20Q09)e descriptif détaillé de se
effecteurs sera présenté dans la partie suivante.

5.3 Les effecteurs de type IIT d’E. amylovora

5.3.1 La harpine HrpN

Cette harpine a été caractérisée comme étant le premier éliciteur de la HR chez le tabac
(Wei et al., 1992a). Elle a aussi été caractérisée comme étant un inducteur du stress oxydatif sur
poirier (Venisse et al., 2003) et sur plant de tabac. La partie C-terminale de cette protéine est
essentielle pour ses activités de virulence et d’avirulence ainsi que pour sa translocation (Sinn et
al., 2008). Au final HrpN joue un réle importadins le pouvoir pathogéne d’E. amylovora
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puisqu’une souche mutante de cette harpine va provoquer des symptdomes sur pommier qui ne
seront que locaux (Barny, 1995).

La recherche d’interacteurs protéiques de HrpN, a été effectuée grace a un crible double
hybride. Ce criblea permis d’identifier une protéine appelée HIPM, podrpN Interacting
Protein of Maludocalisée dans la membrane plasmique des cellules (Oh and Beer, 2007). Chez
A. thaliana,I’homologue AtHIPM a été identifié dans la méme étude et est également présent
dans la membrane plasmique. Cependant, malgré la peéemeracteurs d’HrpN dans le
pommier etA. thaliana, deux espéces phylogénétiquement éloignées, HrpN est pergue
differemment. En effet, la harpine induit des flux ioniques différents chez le pomnAier et
thaliana (Reboutier and Bouteau, 2008nfin, Il a été montré que HrpN est impliqué dans la
translocation d€effecteur DSpA/E (Bocsanczy et al., 2008) et pourrait également participger a |
translocationl’effecteurs induisant un dépét de callose chez le pommier comme HrpW (Boureau
et al., 2011).

5.3.2 La harpine HrpW

HrpW n’est pas nécessaire au pouvoir pathogene de la bactérie. Il a été montré que cet
effecteur ne participait paga mise en place de la mort cellulaire sur pommier puisqu’un mutant
hrpW,provoque des symptomes au méme titre que la souche sauvage d’E. amylovorgGaudriault
et al., 1998De plus, HrpW a un réle antagoniste a HrpN en inhibant les flux ioniques et la mort
cellulaire déclenchée par Hrpidr des cellules d’A. thaliana(Reboutier et al., 2007). Ces deux
harpines agissent donc de maniére antagoniste sur la mise en place de la mort cellulire chez
thaliana.

5.3.3 L’effecteur DspA/E

Historiquement cet effecteur a été décrit et nommé DspA en 1997 (Gaudriault et al.,
1997). Un groupe aux Etats-Unis a nommé la méme protéine DspE (Bogdanove et al., 1998). Le
premier groupe, a montré que la sécrétion de cet effecteur était dépendantetéiméapspB/F
qui joue un réle de protéine chaperonne de DspA/E en la stabilisant (Gaudriault et al., 2002). La
partie Nterminale de DspB/F est requise pour permettre 1’ interaction avec DspA/E (Triplett et
al., 2010) L’injection directe de DspA/E dans la cellule végétale, n’a été montrée que plus tard
grace a un systéeme de protéines fusionnées. La partie N-terminale de DspA/E et la protéine Cya
ont été fusionnées.’injection dans la cellule, a été visualisée grace a I’accumulation d’AMP
cyclique issu de la conversion de I’ATP par la protéine Cya lorsqu’elle se lie a la calmoduline
(Bocsanczy et al., 2008). Le second groupe, a étudié les homologies de séquence entre divers
effecteurs. Il a été montré que DspA/E présente des homologies de séquence avedPAvrE de
syringaepv tomato.Ces deux protéinegppartiennent a une famille d’effecteurs trés conservée
chez les bactéries qui utilisent un systeme de sécrétion de type Il pour leur pouvoir pathogéne.
D’autre part les effecteurs de cette méme famille complémentent en partie le pouvoir pathogene
d’un mutant dspA/E d’E. amylovora et inversement (Bogdanove et al., 1998).
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DspA/E est une grosse protéine de 198 kDa indispensable au pouvoir pathogene de la
bactérie. En effet, un mutasépAest non-pathogene et ne se multiplie jpiydanta(Gaudriault
et al., 1997)La fonction de DSpA/E reste a ce jour inconnue. Cependant, il a été montré que cet
effecteur est impliqué dans plusieurs processus. Notamment, DspA/E supprime les défenses sur
plante hote puisqu’un mutant dSpAn’induit plus de dépot de callose contrairement & la souche
sauvage (DebRoy et al., 2004). DspA/E est également impliqué’ datustion d’enzymes de
détoxificationd’espéces réactives de I’oxygeéne chez le pommieil a d’ailleurs été proposé que
DspA/E participerait I’induction du burst oxydatif provoqué par E. amylovoraEnfin, il a été
montré que DspA/Enduit une nécrose lorsqu’il est exprimé de maniére transitoire chez le
pommier mais aussi chez une plante non-hote le tabac (Boureau et al., 2006), DgAE est
toxique lorsqu’il est exprimé dans la levure (Oh and Beer, 2007). Cette toxicité est associée a une
perturbation de I’actine et de I’endocytose (Siamer et al., 2011). Ces résultats suggérent que
DspA/E cible un ou des mécanismes conservés a travers le regne eucaryote.

La recherche Tdntéracteurs de DspA/E a permis d’identifier 4 protéines de pommier
nommeées les DspA/E Interacting Protein of Malus (DIPM) (Meng et al., 2006). Les auteurs ont
montré que DspA/E interragit avec le domaine kinase intracellulaire putatif des DIPM.
Cependant, la signification de cette interaction n’est pas encore connue. Chez A. thaliana,la
recherche d’interacteurs a conduit a I’identification d une histone déméthylase putative a domaine
Jumoniji (Fagard, non-publié). De méme, la signification fonctionnelle de cette interasten re
inconnue.

La séquence protéique de DspA/E a été analysée, et ceci a permis d’identifier plusieurs
motifs. Une séquence NLS a été identifeteine mutation de cette séquemceltére pas la
fonction de DspA/E. Montrant aingiie ce motif n’est pas indispensable a la fonction de DspA/E.
Une séquence d’adressage au peroxysome a également été identifiée ainsi que des motifsdeuc
zippermais aucune signification fonctionnelle n’a été décrite pour ces motifs. Une séquence de
rétention dans le réticulum endoplasmique a été identifée et il a été montré que ce domaine est
importantpour I’effecteur WtsE de la bactérie Panteoa stewart{iP. stewarti) car le mutant altéré
dans ce motif est moins virulent que la souche sauvage (Ham et al., 2009). Ceci suggere que la
localisation de WtsE au niveau de la membrane du réticulum est nécessaire a sa fonction. Des
motifs WXXXE qui permettraient de mimer des protéines GEFs eucaryotes ont été identifiés
également. Ces motifs sont importants pour la fonction de I’homologue fonctionnelle WtsE de P.
stewartii puisqu’une mutation de ces derniers altére le pouvoir pathogéne de la bactérie P.
stewartii. Il se trouve d’ailleurs que des insertions dans ces domaines, altérent la fonction de
DspA/E. Les auteurs, ont aussi identifié un dewlomaine B-propeller, domaine étant décrit
comme un domainé’interaction protéines-protéines (Jawad and Paoli, 2002) présent chez tous
les effecteurs de la famille AvrE. De plus, la construction de protéines portant des mutations
pentapeptides alterent la stabilité et la fonction de DspA/E ce qui suggére que ce domaine est
sujet a des contraintes structurales importantes pour la fonction de DSpA/E (Siamer et al., 2013).
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5.3.4 Autres effecteurs

E. amylovoraecréte d’autres effecteurs qui ont un réle mineur dans le pouvoir pathogéne
de la bactérie dans certait s et majeur dans d’autres cas. La fonction de ces effecteurs est
détaillée ci-apres

HrpJ : Cetffecteur participe a I’accumulation extracellulaire des harpines HrpN et HrpW
montrant ainsi son role indirect dans le pouvoir pathogéne (Nissinen et al., 2007)

HrpK : Cet effecteur n’a pas de role dans la virulence d’E. amylovoraet a une fonction
différente de celle de son homologueRiesyringagOh et al., 2005)

Les Protéines Eopl et HopPtoCHas fonctions de ces effecteurs sont a I’heure actuelle
inconnues. Des mutants bactériens de ces protéines ont la méme virulence que la souche sauvage
(Oh et al., 2005; Zhao et al., 2005).

La Protéine Eop4 ou AvrRpt2Ea: Cette protéwoatribuerait a 1’agressivité d’E.
amylovora,puisque les mutants de cet effecteur sont moins pathogénes sur poires immatures
(Zhao et al., 2006).

Les Protéines Eop3, TraF, FIgL : La fonction de ces protéines reste a déterminer

La protéine HrpA Cette protéine n’est pas un effecteur en soi mais est retrouvée dans le
sécrétome d’E. amylovoraSon role pour la virulence est important puisqu’elle constitue la sous-
unité structurale du pilus Hrp. La mutation de cette protéine, entraine une suppression de
I’assemblage du pilus Hrp et donc uneapacité de la bactérie a provoquer la maladie (Jin et al.,
2001).

5.4 Autres facteurs de virulence

Des études récentes, montrent un réle important de RpoN, un facteur sigma 54 alternatif qui
régule positivement 1’expression de HrpL, impliqué dans la régulation de la transcription du
clusterhrp. Des mutants de ces facteurs sont non-pathogénes sur jeunes poires et sur des pousses
de pommiers (Ancona et al., 2013; Ramos et al., 2013).

6. L’interaction entre A. thaliana et E. amylovora: Un modele pour étudier le réle de
DspA/E

Nous avons vu précédemment que DspA/E jouerait un réle indispensable dans la mise en
place de la maladie sur plante hote. Cependant, sa fodetioh cellule végétale n’a jamais été
clairement définie. La compréhension du role des effecteurs de type Il slpéiies hoteSE.
amylovoraest peu connue et est indispensable pour étudier de nouvelles voies de lutte possible
contre la maladie.
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L’utilisation d’A. thalianacomme mod¢le d’étude pour comprendre ce type de mécanismes
permet de contourner les problemesniques liés a I’utilisation de la plante hote de par les
nombreux avantages procurés par cette plante modele (générations, outils biotechnologiques,
génétiques et moléculaires). Les premiéres analyses ont permis de montrer que la tadtctérie €
capable de se multiplier de maniére transitoire éhézalianaen provoquant une nécrose. Cette
multiplication est dépendante d’un systéme de sécrétion de type Il fonctionnel comme sur plante
héte. Ainsi, la plante modele peut étre utilisée pour comprendre les mécanismes liés a la mort
cellulaire induite (puisqu’une nécrose est observée) et étudier les mécanismes de résistance mis
en placea fortiori (puisque la multiplication est transitoire). Ces points seront développés dans
cette partie.

6.1 La multiplication transitoire d’E. amylovoradépend du SSTT

Une premiere étude en 2008 est pulligd’interaction entre A. thalianaetE. amylovora
(Degrave et al., 2008)es auteurs, montrent que la bactérie se multiplie de maniere trarsitoire
plantaet que cette multiplication, dépend d’un systéme de sécrétion de type III fonctionnel. De
plus, d’autres réponses Similaires a celles déterminées sur plante hote ont été également
observées. C’est le cas de la mise en place de réactions de défenses reqiiédnttion de la
voie de I’acide salicylique (SA) et une partie de cellde I’acide jasmonique (JA), ainsi que
I’accumulation d’espéces réactives de I’oxygeénes (FAOS). Les auteurs montrent aussi un role
important de DspA/E dans I’induction de la mort cellulaire, I’activation de voies de défenses, et
I’accumulation de FAOsS.L’ensemble de ces résultats montrent que la plante moAethaliana,

est un outil pertinent pour étudier les mécanismes de défenses (Degrave et al., 2008).

6.2 Identification de régulateurs de la résistance non-hote

La multiplication transitoire d’E. amylovoragchezA. thalianasuggére qu’il manque soit
un facteur de susceptibilité chez cette plante soit que la plante elle-méme restreint la
multiplication de la bactéri®ans 1’étude réalisée par Moreau et al., 2012, il a été effectivement
montréque la plante a besoin d’une synthése protéique active pour limiter la multiplication de la
bactére in planta. Ces résultats montrent que la plante est capable de mettre en place des
réactions de défenses fortes contre la bactérie.

Des analyses transcriptomiques permis d’identifier des régulateurs de défenses contre
la bactérie. La multiplication bactérienne étudiée chez le metadsit-2est 10 fois plus
importante que le controle. De plus, ’analyse de facteurs dépendant de EDS1 a permis
d’identifier des facteurs de transcriptions de type WRKY comme étant des régulateurs positifs
des défenses (WRKY46 et 54) et le facteur de transcription WRKY 70 comme étantfateuvégu
négatif. L’ensemble de ces résultats montreqi’EDS1 est un régulateur positif des défenses chez
A. thalianaen présence d’E. amylovorales défenses s’exprimant de maniére active.
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6.3 DspA/E est indispensable pour la survie d’E. amylovorachezA. thaliana

Afin d’étudier le réle de DspA/E dans la cellule végétale, 1’équipe de Mathilde Fagard a
construit des plantes transgéniques exprimant DspA/E sous contréle d’un promoteur inductible &
I’estradiol (Degrave, 2009). Grace a ces constructibéguipe a pu montrer que DspA/E est
toxique pour les cellules d’A. thalianaet ce en tres faible quantité. Les auteurs ont aussi montré
que I’expression de DspA/E in plantapermet de restaurer laot¥sance d’un mutant bactérien
dspA/E Des analyses transcriptomiques montrent que DspA/E induit et réprimesaksgeEnes
de défenses et que la toxicité ne dépend pas d’une voie SA fonctionnelle. La répression de la
synthése protéique observée en présence de la bactélie &tinjection de DspA/E dans les
cellules par la bactérie puisque DspA/E seul inhibe la synthese protéique. Cette étudgumontre
DspA/E est toxique et provoque des modifications importantes dans la cellule permettant a la
bactérie de se multiplién planta.
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Objectifs et présentation générale

Le pouvoir pathogéne de la bactd&ieamylovoradépendi’un systeme de sécrétion de
type 3 fonctionnel. Le systéme de sécrétion permet aux badfémjester des effecteurs dans les
cellules végétales qui perturbent le métabolisme des cellules. Cette perturbation a pour
conséquence de permettre la multiplication des bactarj@anta.

Parmi les effecteurs injectés faramylovord’effecteur DSpA/E est indispensablea |
virulence puisque des mutardspA/Ene sont plus pathogenes sur plante hote (Barny et al.,
1990) La fonctionde I’effecteur DspA/E dans la cellule reste cependant inconnuk’expression
transitoire du genBspA/Eprovoque la nécrose chez le pommier et chez le tabac (Boureau et al.,
2006).Ceci indique que I’effecteur DspA/E est capable a lui seul de provoquer la mort des
cellules végétales. Ceci suggeére que la fonction de DspA/E pourrait étre liée a sa toxicité.

En parallele, il a ét¢ montré que DspA/E joue un role important lors de I’infection de la
plante model@. thalianapuisqu’un mutant dspA/Ene se multiplie pas dans la plante (Degrave et
al., 2008). la construction de plantes transgéniques exprimant DspA/E sous contréle d’un
promoteur inductible a permis de montrer que DsSpA/E est également toxiqu&. thalzana
C’est sur cette partie que j’ai commencé mes travaux de thése. J’ai contribué a la caractérisation
phénotypique des plantes transgéniques exprimant DspA/E. L’ensemble de ces travaux a donné
lieu & une publication parue en mars 2013 (Degrave et al., 2013). Ces travaux saiéguéss
la premiere partie des résultats.

Afin de mieux comprendre la fonction BepA/E dans la cellule végétale et d’identifier
des facteurs végétaux impliqués dans la toxicité de DsSpA/E, un crible de mutants sugesseu
la toxicité induite par DsSpA/E a été initi€ avant mon arrii€ebjectif de ce crible était
d’identifier un ou plusieurs génes qui sont impliqués dans la toxicité induite par DspA/E. Une
lignée portant DspA/R& subi une mutagénése a ’EMS et des individus résistants a la toxicité de
DspA/E ont été sélectionnés avant mon arriv@earactérisation de mutants confirmés constitue
’aspect principal de mon travail de thése. La seconde partie de mon manuscrit décrit la
caractérisation des mutawf#\. thalianarésistants dont la toxicité & DSpA/E a été suppridee
terminerai cette partie par une discussion. Dans une troisieme partie, je présenterai mes résultats
sur le stress oxydant pendant I’interaction et le role de DspA/E sur ce stress oxydant.
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Chapitre | : Caractérisation de lignéeal’Arabidopsis thaliana
exprimant I’effecteur de type 3 DspA/E

l. Introduction

L’étude de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovoraapermisde montrer que I’effecteur
de type 3 DspA/E est nécessaire a la multiplication transittdireamylovorachezA. thaliana.
De plus,E. amylovoranduit chezA. thalianaune réponse trés proche de celle observée chez la
plante hétele pommier (mémes réactions de défenses, nécrose...). Dans les deux plantes,
I’effecteur DspA/E est nécessaire pour le déclenchement de cette réponse. Cependant, ces
résultats ne suffisent pas pour comprendre la fonction de DSpA/E dans la cellule. Afin de
comprendre la fonction de DspA/E en dehors du contexte bactérien et en saelaheffecteur
est injecté directement dans les cellules végétales des plantes transgéniques exprimant le géne
DspA/E sous contréled’un promoteur inductible a I’estradiol ont été construites. Ces
constructions ont permis de comprendre les premiers mécanismes impliqués dans le rble de
DspA/E.

[I. Démarche expérimentale

Au cours de son doctorat, Alexandre Degrave a effectué tout le travail de construction des
lignées transgéniques exprimant le gE&spA/E L’effecteur DspA/E étant toxique pour les
cellules eucaryotese choix des constructions s’est porté sur un systéme inductible avec une
construction portant le gemspA/Esous contréle du promoteluexAqui lie la protéine chimeére
XVE (domaine de liaison a I’ADN de LexA, domaine activateur de la transcription VP16 et
région régulatrice du récepteur a I’estradiol de I’homme) (Zuo et al., 2000). Ce systeme inductible
a été choisi car il ne provoque paaduction de réactions de défensestrairement a d’autres
systémes inductibles comme le promoteur inductible a la dexaméthasone (Kang et al., 1999).
Plusieurs constructions ont été réalisées (avec ou sans fusion GUS ou GFP) et leur forgctionnalit
a été testée par expression transitoire dans des feuilles de tabac (Degrave, 2009). Les
constructions fonctionnelles ont été utilisées pour transfoAnéraliana.Les transformants
présentant une expression stable de DspA/E dans la descendance, ont été ebasptdExrits
dans I’article ci-apres.
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lll.  Article: The bacterial effector DspA/E is toxic in Arabidopsis thaliana and
is required for multiplication and survival of fire blight pathogen

Auteurs : Alexandre DEGRAVE, Manon MOREAU, Alban LAUNAY, Marie-Anne BARNY,
Marie-Noélle BRISSET, Oriane PATRIT, Ludivine TACONNAT, Régine VEDEL et Mathilde
FAGARD

Revue :Molecular Plant Pathology

Traduction du résumé :

L’effecteur de type 3 DspA/E est un facteur de pathogénicité essentiel pour la bactérie
phytopathogéneerwinia amylovora.Nous avons montré que DspA/E est requis pour la
multiplication transitoire dans les feuilles de la plante non-Addbidopsis thalianguisqu’un
mutantdspA/Ed’E. amylovorast incapable de se multiplier. Nous avons exprimé DspA/E dans
des plantes transgéniques d’A. thalianasous contréle d’un promoteur inductible a 1’estradiol et
nous avons observeé que lorsque DspA/E est expnipléntail permet de restaurer la croissance
d’un mutant dSpA/Ed’E. amylovoa. L’expression de DspA/E dans ces plantes transgéniques
conduit a la modulation d’au moins un facteur deude I’expression de 384 génes, dont la plupart
sont induits (324 génes). Les genes induits et réprimés comportent une forte proportion de génes
de cfense. L’expression de DspA/E conduit a la mort des cellules végétales de maniére
dépendante de laie de I’acide salicylique. L’analyse de plantules transgéniques d’A. thaliana
exprimant une fusion IEP.:DspA/E indique que cette protéine de fusion ne pouvait étre détectée
que dans un faible nombre de cellules par plantule suggérant une dégradation ou une absence de
I’accumulation de DspA/E dans les cellules des plantes. Nous avons trouvé que DSpA/E réprime
la synthése protéique quand il est injectégpamylovoraetquand il est exprimé dans les plantes
transgéniques. Nous concluons donc Hefecteur DSpA/E est toxique chek. thalianaet |l
provogue des modifications parmi lesquelles la répression de la synthése protéique serait
déterminante pour faciliter la nécrose et la croissance bactérienne.
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Abstract

The type three effector DSpA/E is an essential pathogenicity fadtar phytopathogenic
bacteriumErwinia amylovoraWe show that DsSpA/E is required for transient bacterial growth in
non-hostA. thalianaleaves, since ai&. amylovoradspA/E mutant is unable to grow. We
expressed DspA/E IA. thalianatransgenic plants under the control of an estradiol-inducible
promoter and found that DspA/E expresseglantarestored the growth of @gspA/Emutant.

DspA/E expression in these transgenic plants led to at least a 2-fold modulation of the expression
of 384 genes, mostly induced (324 genes). Both induced and repressed genes contained high
proportions of defense genes. DspA/E expression ultimately resulted in plant cell death without
requiring a functional SA signaling pathway. Analysis/ofthalianatransgenic seedlings
expressing &FP::DspA/Efusion indicated that the fusion protein could only be detected in a
few cells per seedling, suggesting degradation or absence of accumulatipAtE Dghe plant

cells. Consistently, we found that DspA/E repressed plant protein synthesis when injéeted by
amylovoraor when expressed in transgenic plants. Thus, we conclude that DSpA/E is faxic to
thaliana:it promotes thorough modifications among which repression of protein synthesis could
be determinant in facilitating necrosis and bacterial growth.
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Introduction

The type three secretion system (T3SS) is a major determinant required for virulence of
many gram-negative bacterial pathogens on both animal and plant laas¢sicBuse the T3SS to
inject type three effectors (T3ES) inside eukaryotic cells. For example, different stfa
phytopathogenic bacteriuRseudomonas syringg@eoduce from 15 to 35 effectors targeting a
variety of cellular compartments (Block and Alfano, 2011). Several of these T3Es have been
characterized and many suppress eukaryotic cell defenses using different strategies such as
interfering with immune receptor signaling, blocking RNA pathways and vesicle trafficking, or
altering organelle function (Block and Alfano, 2011). T3Es can also interfere directly with plant
gene expression: this is the casXanthomona3 AL effectors which target different plant genes
(Boch and Bonas, 2010) including genes encoding glucose export proteins therelngihigdnci
glucose levels in the apoplast (Chen et al., 2010). Although the cellular targets and/or protein
activities of a number of T3Es of plant pathogenic bacteria have been identified (Grant et al.,
2006; Alfano, 2009; Block and Alfano, 2011) the majority of them remain unknown (Alfano,
2009). While the primary function of T3Es is to promote disease, some effectors may be
recognized by the corresponding plant disease resistance proteins in resistant plant cultivars and
trigger defense responses, including the hypersensitive response (HR), a very fast response of
plant cells involving defense gene expression and cell death (Bi@k 2008).

E. amylovoras a gram-negative bacterium responsible for fire blight disease affecting
plants of thé’yreaetribe ofRosaceasuch as appler pear. The main symptom of this disease is
a progressive necrosis of actively growing aerial parts of susceptible hosts (Billing, 1983). The
T3SS ofE. amylovoras absolutely required for pathogenicity as T3SS-deficient mutantsrare no
pathogenic and do not multiply in host leaves (Barny et al., 1990). During disease, tled E3SS
amylovorarepresses the flavonoid biosynthesis pathway but induces the expression of three
genes encoding PR proteirBR5, CHT andGLU) and a gene encoding an enzyme of the
phenylpropanoid pathwa?AL) (Venisse et al., 2002). The T3SSofamylovoravas shown to
secrete at least 12 effectors (Nissinen et al., 2007). Among BspA/E is primordial sincg.
amylovoramutants defective for DspA/E are non pathogenic and unable to grow in host plants
(Barny et al., 1990; Gaudriault et al., 1997) and in non-host tobacco (Oh et al., 2007).

DspA/E belongs to a conserved family of effectors, present in most gram-negative
phytopathogenic bacteria (Kvitko et al., 2009). Two of these related effectors have been
demonstrated to be functional homologs of DspA/E: the AvrE effectrfringagv. tomato
(Bogdanove et al., 1998) and the WtsE effectoPaftoea stewartiiHam et al., 2006a). The
virulence-promoting activity of this family of effectors is thought to depend on their ability to
suppress the deployment of plant defenses such as callose deposition (DebRoy et al., 2004;
Kvitko et al., 2009). However, to date it is not clear what specific cellular processes these
effectors target. These effectors have the particularity of triggering cell death in host plants
(Badelet al.,2006; Kvitkoet al.,2009) and a strong link seems to exist between their virulence-
promoting activity and their ability to trigger cell death. For example deletion derivatives of the
WIsE protein ofP. stewartiiare affected in both bacterial growth promotion on host plant and
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necrosis triggering in non-host plants (Hahal.,2008). Hence, several authors have suggested
that the virulence-promoting activity of this family of effectors could be due to their ability to
cause plant cell death (Boureau et al., 2006; Ham et al., 2008). This hypothesis is supported by a
recent report indicating that DspE frédtectobacterium carotovoruia not required to suppress
callose deposition but is required for the triggering of cell death and disease (Kim et al., 2011).

We demonstrated previously that DSpA/E is required for induction of necro&s by
amylovorain non-host. thaliana(PubMed entry). In this paper, we uUsethalianato unravel
the early events involving DspA/E which enaBleamylovorao induce cell death and survive in
plant tissues during the first 48 hours of the infection. We show that DspA/E is required for
growth and survival dE. amylovoran A. thaliana We describé. thalianalines expressing the
dspA/Egene under the control of an estradiol-inducible promoter which is able to resaue the
plantagrowth of adspA/Emutant but is toxic foA. thalianaplants. The expression of DspA/E
leads to the induction of a large defense response at the transcriptional level including activation
of the salicylic acid (SA) signaling pathway. Finally, we found that the toxicity of DspA/E is
associated with an early repressiomiefnovaprotein synthesis. DSpA/E also represses protein
synthesis when injected by the bacteria in the plant cell and biochemically suppressing protein
synthesis restores tlive plantamultiplication of adspA/Emutant.
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Figure 1: DsSpA/E is required for E. amylovoramultiplication and survival
in non-hostA. thaliana

A, B: Leaves ofA. thalianaCol-0 5 week-old plants were inoculated with wild-tyfhbeamylovora

(Ea) or adspA/Emutant (ispA/B at 10 CFU/m. A: representative pictures of symptoms 6 dpi. B:
Bacteria were extracted and counted at the indicated time points. Stars indicate values significantly
different fromEaat the corresponding time point according to Mainh Whitney’s test (P value <

0.05).

Figure 2: Phenotype of DspA/E transgenic plants

A: 4 week-old plants grown in 16h day/8h night. B: expression adsp@&/Egene in transgenic lines
24 hours following treatment or not with estradiol. C: Bacterial countsispA/Emutant ofE.
amylovorain lines 7-2-1 and 13-1-2 (similar results were obtained with the 13-1-1 line). Bagtee
inoculated with or without 5 UM estradiol. Stars indicate values significantly efiférom the
untreated 7-2-1 control ling the corresponding time point according to Mann and Whitney’s test (P
value < 0.05).
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Results
DspA/E-is required for multiplication and survival of E. amylovorain A. thaliana

To determine whether DSpA/E is required for the transient grovih ainylovoran A.
thaliana, we inoculated wild-typ@. thalianaplants of the Col-0 ecotype witldapA/Emutant of
E. amylovora ThedspA/Emutant showed an important reduction in bacterial population size
both 24 and 48 hpi compared to wild-typeamylovoraindicating that DSpA/E is required far
amylovoratransient multiplication i\. thaliana(Figure 1B). Furthermore, bacterial populations
of thedspAE mutant decreased immediately following inoculation, indicating that DspA/E is
also required for bacterial survivah planta Thus, DspA/E is required for transient
multiplication and survival oE. amylovoraas well as for the production of associated necrotic
symptoms in non-hog. thalianaplants.

DspA/E expressed in transgenic plants restores the multipition of anE. amylovoradspA/E
mutant.

To identify the cellular modifications that could be attributed to the action of DspA/E
alone, we wished to express tlspA/Egene in plant cells in the absence of bacteria. We
generated, by Agrobacterium-mediated transformafiothalianatransgenic plants expressing a
GFP::dspA/Efusion under the estradiol-inducildxApromoter (Zueet al.,2000). We choset
construct an N-terminal GFP fusion since the functional homolog of DsSpAPE stewartij
WISE, requires an intact C-terminus to be functional (Ham et al., 2006b). After transformation of
Col-0 plants, selection of primary transformants led to the isolation of two independent lines
carrying theGFP::dspA/Efusion (hereafter referred to as lines 13-1-1 and 13-1-2). As a control,
we isolated a line carrying th@FP gene alone under the estradiol-inducilebeA promoter
(hereafter referred to as line 7-2-1). Homozygous Individuals for the T-DNA were selgbied in
progeny of each primary transformant and further experiments were conducted on homozygous
individuals. The overall results obtained with lines 13-1-1 and 13-1-2 were similar arsttee re
are therefore sometimes presented for one line only to simplify the presehiateri3-1-1 and
13-1-2 showed a reduction in plant size in the absence of estradiol treatment compared to control
plants (Figure 2A), however they were able to bolt and were fertile. This phenotype is consistent
with the fact that weak expression of ttepA/Egene could be detected by real time quantitative
RT-PCR (gRT-PCR) in the 13-1-1 and 13-1-2 lines in the absence of estradiol treatment (Figure
2B). Treatment of seedlings with estradiol led to a 50-fold increase in expression of DSpA/E in
lines 13-1-1 and 13-1-2 (Figure 2B).

To determine whether DspA/E expressed in the transgenic plants was able to rescue the
growth of adspA/Emutant ofE. amylovorawe co-inoculated leaves of transgenic plants with a
dspA/Emutant and with estradiol (Figure 2C). Transient growth ofdg@A/E mutant was
observed in the transgenic plants expressing DspA/E (Figure 2C). No bgctevia-promoting
effect of estradiol treatment was obtained in the 7-2-1 control line inoculated A AAE
mutant (Figure 2C). This result indicates that DspA/E producAdtimalianatransgenic plants
promotes growth dE. amylovoraas it does when it is injected directly by the bacteria through
the T3SS. DspA/E produced plantawas also able to increase the growth of wild-tifpe
amylovora(Supp. Figure 1A)
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Figure 3: DspA/E triggers electrolyte leakage and cell death

A: electrolyte measurement in seedlings treated or not with estradiol. Experiments were repeated twi
with similar resultsB: The right half of DspA/E-transgenic leaves were infiltrated with DMSZDqrM
estradiol and pictures taken 5 days after infiltratirB: Similar results were obtained with the 13-1-1

line.

Figure 4: DspA/E inhibits plant growth

A: 5-week-old 13-1-2 transgenic plants were sprayed each day with Sjalfl@sor DMSO during three
weeks. Picture shows representative plants for each treatmeotrifta 7-2-1 plants were unaffected by
estradiol treatment (data not shows)13-1-2 seedlings were immerged during 10 minutes in estradiol-
containing solutions and cleared. Each bar represents the mean growth in mm per dsgddliids +

SE. Results are shown for the 13-1-2 line. Root length in the 7-2-1 contreldmanaffected (Supp.
Figure 1B).C: Two days after treatment, the root tips of 13-1-2 transgenic seedlings weregldor 5
minutes in an FDA-PI staining solution, rinsed and observed under fluorescenoscoper using the
appropriate filter. Living tissues are stained green by FDA; dead tissuesiaed stal by Pl. Pictures
show one representative root tip for each treatment. No significant PI stainif@uwasn 7-2-1 control

seedlings (Supp. Figure 3).
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DspA/E triggers electrolyte leakage and cell death iA. thaliana

DspA/E was previously shown to induce electrolyte leakage and cell death when
expressed transiently in tobacco and apple leaves (Boureau et al., 2006). Eddeakage from
the cells is commonly used to evaluate membrane damage caused by biotic or abiotic stresses.
Electrolyte leakage was detected 1 h following estradiol treatment of whole 13-1-2 seedlings an
increased continuously thereafter (Figure 3A). Interestingly, untreated 13-1-2 seedlings showed
weak electrolyte leakage that 7-2-1 control seedlings did not show (Figure 3A), which is likely a
consequence of the weak expression of DsSpA/E observed in untreated 13-1-2 seedlings.
Expression of DspA/lih the transgenic lines ultimately led to the necrosis of treated leaf tissue:
leaves started showing wilting 24 hours following inoculation with estradiol arels@mpletely
necrotic 5 days post induction; the 7-2-1 control line showed no sign of necrosis whether treated
with estradiol or not (Figure 3B). In order to determine the kinetics of induction of cell death, we
stained the 13-1-2 transgenic seedlings with Evans blue and found that cell death could be
detected 16 hpt (hours post treatment; Supp. Figure 2).

DspA/E inhibits growth of leaf and root in A. thaliana

When estradiol treatment of transgenic plants was performed by spraying instead of
infiltrating, we found that the youngest leaves of the rosette did not undergo necrosis but were
severely reduced in size (Figure 4A). This sub-lethal effect of DSpA/E could be due to an
inefficient penetration of estradiol in the leaves using this method and suggested that low
concentrations of estradiol induce a reduction of plant growth, which would be consistent with
the dwarfed phenotype of the 13-1-1 and 13-1-2 transgenic plants. In order to teptithiediy,
we analyzed primary root growth of two-week-old transgenic plants treated with a range of
estradiol concentrations. As shown in Figure 4B, treatment of transgenic seedlings with the
lowest concentrations (10 and 20 nM) reduced root growth compared to mock-treated seedlings
while treatment with the highest concentration of estradiol (100 nM) completely inhibited root
growth. Estradiol treatment had no effect on primary root growth of the 7-2-1 control line (Supp.
Figure 1B). Staining of root cells with fluoresceine diacetate (FDA) and propidium iodide (P1)
indicated that at the lowest concentrations used (10 nM) we could not detect cell death and that
root cells were still alive (Figure 4C) while treatment with higloacentration (100 nM) induced
cell death. At the intermediate concentration (20 nM), both PI- and FDA-staicbépaould be
found, indicating the presence of both dead and live cells. The 7-2-1 control line did not show
significant staining with PI following estradiol treatment (Supp. Figure 3). Collectively, these
data show that DspA/E has a progressive inhibitory effect on primary root growth and that low
expression bDsSpA/E is sufficient to repress root growth without causing apparent cell death.

To determine if DSpA/E could also reduce plant growth when injected by the bacteria, we
infectedin-vitro grownA. thalianaseedlings with wild-typ&. amylovoraor adspAEmutant. Six
days after infection, we found no apparent necrosis but the seedlings infected with witd-type
amylovorashowed a reduction of growth compared$pA/Emutant- or mock-treated seedlings
(Supp. Figure 4).
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Figure 5: Identification of gene expression modifiations induced by DspA/E in
A. thaliana

A: Functional distribution of genes modulated in the 13-1-2 line 6 h following estraelaiment

according to the MIPS Functional Catalogue (Ruepp et al., 2B03¢ne expression levels in seedlings 6
h following mock or estradiol treatment by qRT-PCR.
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DspA/E induces the expression of an array dA. thaliana defense genes

To determine the impact of DSpA/E alone on gene expressharthialianawe analyzed
the transcriptome of 13-1-2 transgenic plants using compldtelianamicroarray (CATMA)
chips (Crowe et al., 2003; Hilson et al., 2004). We used a low concentration of estradiol (30 nM)
that does not completely suppress plant growth (Figure 4B) and chose the 6h time point (before
cell death could be detected using Evans blue; Supp. Figure 2) in order to identify early gene
expression changes associated with DSpA/E expression: two-week-old seedlings of the 13-1-2
line were treated with 30 nM estradiol or mock-treated and RNA was extracted 6 h following
treatment. The 7-2-1 transgenic line expressing GFP was used as a control. Two biological
replicates and a dye-swap were performed for each set of pairwise comparisons.

Statistical analysis (see methods) showed that estradiol treatment of the control line (7-2-
1) led to the modulation of 22 genes all of which were affected less than 2-fold in their
expression. These 22 genes were removed from our analysis (data not shown). 81 genes were
expressed more than two fold in the untreated 13-1-2 line compared to the untreated control line
(Supp. Table 1). Several EDS1- and/or SA-dependent genes fe8D4R1 andWRKY70
were significantly induced in untreated 13-1-2 line. This suggested that the low expression of
DspA/E in line 13-1-2 was sufficient to induce, at least partly, these signaling pathways.
Estradiol-induced DspA/E expression in the 13-1-2 line led to the induction of 321 genes and
repression of 60 genes by at least 2-fold (Supp. Table 2). Figure 5A shows the functional
distribution of these genes. Most functional categories were affected by DspA/E; however, the
defense category was very highly represented in both induced and repressed genes. Among the
induced genes, we found genes modulated by the SA pathway and many WRKY transcription
factors (Supp. Figure 5). Genes encoding JA biosynthesis or signaling were for the most part not
induced (Supp. Figure 5). We analyzed by qRT-PCR a subset of the most strongly getheésed
with a focus on SA-signaling and WRKY transcription factors in the two transgenic lamasgoe
thedspAE gene (Figure 5B). These genes showed higher levels of expressitaatachl 3-11
and 13-1-2 lines compared to the control line (7-2-1). However, most ofese were induced
following estradiol-induced expression of DSpA/E in 13-1-1 and 13-1-2 lines but not in the 7-2-
control line. OnlyWRKY46was not induced by estradiol treatment in the 13-1-1 line suggesting
that the high level of expressionWKY46in untreated plants of this line was the maximum. We
compared the list of genes modulated by DspA/E alone to the genes we had previously identified
as modulated blt. amylovoranfection (Moreau et al., 2012). Among the 1121 genes indyced b
E. amylovoranfection, 366 were significantly induced (among which 174 were induced at least
2-fold) in the 13-1-2 transgenic plants following estradiol treatment. Among the 1035 genes
repressed bE. amylovora97 were significantly repressed (among which 12 were repressed at
least 2-fold) in the 13-1-2 transgenic plants following estradiol treatment (Supp. Table 3). In
addition, only 12 genes showed opposite modulatide. lynylovoraand DspA/E (Supp. Table
3). Most defense genes and WRKY genes were modulated in a similar maB&nanbyovora
and DspA/E (Supp. Figure 5). Furthermore, we confirmed the involvement in DSpA/E in the
induction of the SA pathway and WRKY transcription factors since tlegssgvere less induced
6 or 24 hpi by alspA/Emutant than by the wild-type strain Bf amylovoraSupp. Figure 6).
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Figure 6: Role of the SA pathway in the toxicity of DsSpA/E

A: Two-week oldn vitro-grown seedlings. Both3-1-2 and 13-1-2 NahG plants show a reduction of plant
size compared to wild-type and NahG seedliBgslop two panelsPR1anda expression detected by
end-point RT-PCR. ThEFla gene is used as a constitutive control. Bottom panel: interigtfglsignal
relative to th€eF 1o signal measured using the ImageJ software. No expression wagtd3al-2 NahG
plants whether they were treated with estradiol or@dElectrolyte leakage of mock or estradiol-treated
leaves measured 24 hpt. Control plants did not display significatriodyte leakageD: Root growth 24 h
following treatment with different concentrations of estradiol. Stars indacsitmificant difference from
the control line at the same estradiol concentration (Mann and Whitney’s test; P value < 0.05). We also
found a significant difference between electrolyte leakage of 13-1-2 Nahtéadies and mock-treated
seedlings.
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The SA pathway is involved in the toxicity of DSpA/E inA. thaliana only at low levels of
DspA/E expression

The salicylic acid (SA) signaling pathway has been shown previously to be involved in
the induction of cell death in plants. Indeed, several lesion mimic mutants have been shown to
require the SA pathway for the triggering of necrotic lesions (Lorrain et al., 2003; Meng et al.,
2009). We therefore crossed the 13-1-2 transgenic line to the NahG trapsgats in which SA
cannot accumulate (Lawton et al., 1995). In the F2 progeny, we selected plants homozygous for
the GFP::dspA/Etransgene and for the NahG transgene. As observed for the 13-1-2 plants, the
13-1-2 NahG plants showed a reduction in plant size compared to wild-type plants (Figure 6A).
As expected, the SA-dependent marker g&Ré&was not activated in these double homozygous
plants (Figure 6B). We analyzed the induction of membrane damage provoked by DsSpA/E in
these plants by measuring electrolyte leakage: electrolyte leakage was weakeated 13-1*

NahG plants than in 13-1-2 untreated plants. However, when seedlings were treated with 5 pM
estradiol, DspA/E was still able to induce electrolyte leakage in the presence of the NahG
transgene (Figure 6C). We also checked whether inhibition of root growth was affected in the
double homozygous plants. We found that DspA/E was still able to inhibit root growth at the
strong concentration of estradiol used (5 pM) but that root growth was slightly less inhibited by
DspA/E in the presence of the NahG transgene at lower concentrations (10 and 30 nM; Figure
6D).

Altogether these data indicated that the SA signaling pathway caesrioithe toxicity of
DspA/E when DspA/E is not highly expressed (in mock- or 10 and 30 nM estradiol-treated
seedlings) but that the SA pathway is not required for DspA/E toxichy thalianawhen it is
highly expressed (in 5 pM estradiol-treated seedlings).

DspA/E represses PAMP-induced callose depositionf thalianain response tdP. syringae

During infection of host plants such as appleEbhyamylovorano callose deposition occurs
(DebRoy et al., 2004). On the other hand, callose deposition ocAurthalianainfected byE.
amylovora(Degrave et al., 2008). It was shown that in host plants, DSpA/E is required to repress
callose deposition triggered by HrpN sina#spA/Emutant triggers callose deposition (DebRoy

et al., 2004; Boureau et al., 2011). We wondered whether the accumulation of calfose in
thalianafollowing E. amylovoranfection was due to the inability of DSpA/E to suppress callose
deposition in this species. We therefore analyzed callose deposition in leaves of 13-1-2 and
control 7-2-1 plants following inoculation witht@ssmutant ofP. syringagyv. tomatcandwild-

type E. amylovorawhich both induce callose depositionAn thaliana Both bacterial strains
induced accumulation of callose deposits in leaves of the 7-2-1 control line, whether treated with
estradiol or not (data not shown). We found that when DspA/E expression was induced by
estradiol treatment in the 13-1-2 line, leaves infected witht3ese mutant of P. syringae
accumulated significantly less callose than untreated leaves, indicating that DsSpA/E was able to
repress PAMP-induced callose depositioAinthaliana(Figure 7). However, leaves of 13-1-2
plants infected witlie. amylovoraaccumulated as much callose whether DSpA/E expression was
induced or not (Figure 7). This indicates that DspA/E did not suppress callose depositied ind

by E. amylovoran A. thalianaleaves.

97



A

Estradicd

S-Met

Boorpomzon

B & ¢ & C s‘: & &

b T‘ —~— e
~—
-

Coomasse Coomasse — — —
I H : =—

Ee

- - . '
N
- | \ ‘ |

estradiol:

Figure7 D

H
; 8 —— w1
g . ‘_/O ~~~~ . mm Eit ] + CHX
% P -0
= . .~ —— Ep AT
S = :
%’ 5 = S+ CHY,
z

4 . —

0 24 48 byt
Figure 8

Figure 7: DsSpA/E represses PAMP-induced callose but ndE. amylovora
induced callose inA. thaliana

Epifluorescence micrographs of leaf discs 8 h after infiltration Rithyringaepv tomatohrp- mutant
with (+) or without (-) 5 uM estradiol. Callose deposits appear as fluorescent dots.

Figure 8: DsSpA/E inhibits de novoprotein synthesis

A: 10-days-old transgenic seedlings were DMSO- or estradiol (5 pM) treaeddars and labeled with
%3 methionineB: Leaves of 5-week-old Col-0 plants were syringe-infiltrated with water (jravakith
bacterial suspensions as indicat€édLeaf discs of apple seedlings were vacuum-infiltrated with water
(mock) or with different strains &. amylovoraas indicatedA-C: Total protein extracts were separated
by SDS-PAGE, stained with Coomassie bli88 methionine incorporation was detected by
autoradiography. Similar results were obtained for two biological replidate3acterial counts oE.
amylovorain A. thalianaleaves inoculated with wild-tyde. amylovorgEawt) or adspA/Emutant Ea
dspA/B alone or together with 4 pg/ml of CHX. Bars represent standard errors.
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The GFP::DspA/Efusion protein is transiently detected in the cytoplasm and the nucleolus

To determine the intracellular localization of DSpA/E, we analyzed the fluorescence of
roots in 13-1-2 transgenic seedlings following estradiol treatment. In transgenic 7-2-1 control
seedlings, the fluorescent signal was detected in the cytoplasm and in the nucleus 2 hpt (Supp.
Figure 7A) and was still visible 24 hpt. In 13-1-2 transgenic seedlings, a transient fluorescent
signal appeared 2 hpt in isolated cells of the root (Supp. Fig 7A) but could not be detected in any
cell 3 hpt or 24 hpt.

In 13-1-2 seedlings, the fluorescence signal 2 hpt was not similar to that of control
seedlings: it was weak in the cytoplasm and the nucleoplasm but strong in a circular straicture
resembled the nucleolus. DAPI staining of nuclei confirmed that the fagores signal in 13-2-
transgenic line is mainly detected in a region of the nucleus that excludes DAPI stain and is
reminiscent of the nucleolus (Supp. Figure 7B). In order to confirm that this specific sub-cellular
localization was due to an inta@FP::DspA/Efusion protein, we tried to detect it by western
blotting using both an anti-DspA/E antibody and an anti-GFP antibody. We could not dgtect an
signal in the 13-1-2 seedlings at any of the time points we tested while GFP alone wasidetected
control seedlings (data no shown), suggesting that the fusion protein is present either transiently
or that the quantity of protein does not reach the sensitivity threshold for detection by western
blot. The absence of detection of DspA/E in transgenic plants by western blot is in agreement
with the transient nature of the fluorescent signal we detec@Bm:DspA/Eseedlings (Supp.
Figure 7A).

DspA/E represses protein synthesis

Since theGFP::DspA/E fusion could only transiently be observed and since it was
detected in the nucleolus which is the site of ribosomal RNA (rRNA) transcription, pre-rRNA
processing and ribosome subunit assembly (Lam et al., 2005) we wondered whether DspA/E
expressionn plantawas correlated with impairede novoprotein synthesis. We analyzed
incorporation of°S-labelled methionine in newly synthesized protein.dhalianaseedlings
expressing DspA/E. IMA. thaliana seedlings expressing DspA/E almost #18-labeled
methionine was incorporated in the newly synthesized proteins (Figure 8A), indicating a rapid
decrease in protein synthesis when DspA/E is expressed in the plant cell. We then analyzed the
incorporation of°S-labeled methionine in proteins of 13-1-2 seedlings treated with a range of
estradiol concentrations and found ttl@inovaorotein synthesis inhibition was dependent on the
estradiol concentration (Figure 8A). No obvious modification of total protein content was visibl
at this stage in DspA/E-expressing seedlings.

To determine whether DspA/E also redudechovgrotein synthesis during infection, we
analyzed incorporation 6fS-labelled methionine iA. thalianaand apple leaves infected with
wild-type E. amylovoraor adspAE mutant. Wher. thalianaand apple leaves were infected
with E. amylovora, de novprotein synthesis was reduced in a DspA/E-dependent manner
(Figure 8B-C). Finally, we determined that repression of protein synthesis using cycloheximide
could partially rescue the growth otlapA/Emutant inA. thalianaplants (Figure 8D).
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Discussion

DspA/E is a T3E that is essential for virulence of the phytopathogenic bactérium
amylovoraon host plants. DSpA/E belongs to a family of effectors conserved in most plant
pathogenic bacteria corresponding to large proteins with no homology to any protein of known
biochemical function. Depending on the bacterial species, DspA/E homologs are either required
for virulence or for fitness (Boureau et al., 2006). However, the precise role of these effectors
during infection has not clearly been established. Two DspA/E hom&loggringaeAvrE and
P. stewartiiWtsk, have been shown to suppress SA-dependent callose deposition and/or
expression of th&R1 defense gene, and the virulence-promoting activity of this family of
effectors is thus generally thought to be linked to their ability to suppress deployment of plant
defense(DebRoy et al., 2004; Ham et al., 2008). On the other hand, several authors have
suggested that the virulence promoting activity of this family of effectors could be due to their
ability to cause plant cell death (Boureau et al., 2006; Ham et al., 2008; Kim et al., 2011).

We showed previously th&. amylovoramultiplies transiently in non-hogt. thaliana
(Degrave et al., 2008). We show in this paper that DspA/E promotes bacterial multiplication and
bacterial survival oE. amylovoran A. thalianaas adspA/Emutant was unable to multiply A&
thalianaleaves and bacterial numbers dropped rapidly after inoculaterfact that DSpA/E can
promote bacterial growth in non-host plants has been observed previously: indeed DspA/E is
required for early growth d&. amylovoran leaves of non-ho#t. benthamianéOh et al., 2007)

In order to analyze the modifications in the plant cell due to DSpA/E alone, we trans#drmed
thalianawith constructs allowing inducible expression of DSpA/E in a translational fusion with
GFP. When DspA/E was expressed directly inside the plant cell in the transgenic plants, it was
able to restore the growth ofdapA/Emutant ofE. amylovoraThis is consistent with the fact

that DspA/E is known to be injected inside plant cell& bgmylovoraand is thought to function

inside plant cells (Bocsanczy et al., 2008). DspA/E has been previously shown to repress callose
deposition, a cell wall based plant defense, and it has been suggested that the bacterial promoting
activity of DspA/E is linked to its ability to repress plant defense (DebRoy et al., 2004). In this
paper, we show that DsSpA/E can indeed repress callose deposition induPedyingae
PAMPs inA. thalianabut that it does not repress callose-induce& bgmylovorawhich is in
agreement with the fact th#. thalianaleaves accumulate callose deposits followihg
amylovorainfection (Degrave et al., 2008). Furthermore, this suggestR ilsgtingae andE.
amylovorainduced callose deposition require independent pathways, consistent with previous
reports indicating that callose depositiorirthalianainvolves more than one pathway (Luna et

al., 2011). Since DspA/E promotes bacterial multiplicatioA.ithalianabut does not repress
callose deposition, this suggests that repression of callose deposition by DsSpA/E is not critical to
its bacterial growth-promoting role. Indeed, we previously reported tipanrd-1 callose-
deficient mutant oA. thalianadoes not show increased sensitivitfetaamylovoraMoreau et

al., 2012).

Our results show that the two transgenic lines transformed wittsgidEgene (13-1t
and 13-1-2) show low levels of electrolyte leakage and a growth delay in the absence of estradiol
treatment. This indicates that the estradiol-inducible system is leaky and confirms previous data
that suggested that very low levels of DspA/E is toxic for plant cells (Boureau et al., 2006; Oh et
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al., 2007). Indeed, Agrobacteria bearing a dexamethasone-indispldléegene construct could
induce cell death in the absence of dexamethasone, which indicated bibign destemethasone-
inducible system was leaky and that very low expression levels of DSpA/E were sufficient to
induce cell death iN. benthamian&Oh et al., 2007). This high toxicity of DspA/E could explain

the relatively low number of transgenic lines able to express DspA/E after edtesdiokent that

we could isolate. When expression of DspA/E was induced by low estradiol concentrations, this
led to root and leaf growth reductidf.. amylovoranfection of seedlings also led to a DspA/E-
dependent reduction of growth. Other effectors are known to affect ptavihgfor example, the

E. amylovoraharpin HrpN and th®. syringaeT3E AvrRpt2 both promote root growth A
thaliana (Chen et al., 2007; Ren et al., 2008). Induction of DSpA/E expression using high
concentrations of estradiol led to growth arrest as well as electrolyte leakage and necrosis as
previously described in tobacco and apple (Boureau et al., 2006).

We found that induction of the expression of DspA/E by estradaihtent modulated the
expression of 388. thalianagenes 6h after treatment. A very high proportion of the modulated
genes were induced (326 genes). Approximately 25% of the genes that were induced following
expression of DSpA/E showed a higher level of expression in untreated 13-1-2 transgenic plants
bearing thedspA/Etransgene than in the 7-2-1 control line, indicating that the low level of
DspA/E expression in 13-1-2 plants was sufficient to induce a transcriptional response. The fact
that these genes were further induced when DspA/E expression was increased by estradiol
treatment indicates that at least part of the transcriptional response is dose-dependent, which is in
agreement with the dose-dependence of the repression of root grold8pAYE expression.
Analysis of the functional categories of the modulated genes using the [Eatélmse (Ruepp et
al., 2004) showed that DspA/E triggered a strong defense reaction at the transcriptional level.
Indeed, the SA pathway was strongly induced by DspA/E expression, consistent with our
previous observations that the SA pathway is induced in a DspA/E-dependent manner following
infection byE. amylovoraDegrave et al., 2008). SA is known to be involved in some forms of
cell death in plants and many of the mutants in which SA signaling is constitutively active
develop necrotic lesions spontaneously (Lorrain et al., 2003; Meng et al., 2009). It was therefore
possible that DspA/E induced cell deathAinthalianavia the induction of the SA pathway.
However, we show in this paper that activation of the SA pathway is not required for the toxicity
of DspA/E inA. thaliana It has been recently shown that the DspE homol&y oarotovorum
has no effect on plant gene expression although it is able to induce cell deatinzotd disease
(Kim et al., 2011). Thus the action of DspA/E and its functional homologs on the SA pathway
seems to be variable from plant to plant (Boureau et al., 2006; Pester et al., 2012) but does not
seem to have an impact on the ability of these effectors to promote bacterial growth or plant cell
death. We also found that the EDS1 signaling pathway is strongly induced by Depthé=
transcriptional level. We showed previously that the EDS1 pathway is involvedhaliana
non-host resistance & amylovorgMoreau et al., 2012). Thus it seems that although DspA/E is
required forE. amylovoragrowth inA. thaliang DspA/E also contributes to the detectiorof
amylovoraby A. thalianacells and to the triggering of the resistance response. This situation is
similar to what has been observed in non-host tobacco in which DspA/E is both required for
bacterial growth and for the resistance response (Oh et al., 2007).
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We show in this paper that expression of DSpA/E leads to a rapid repressenmfo
protein synthesis. This could explain why we were unable to detect the DspA/E jprotairta
by western blot and why ti@FP::DspA/Efusion protein was only transiently detected. Previous
experiments of Agrobacterium-mediated transient expression of DspA/E or WIBE in
benthamianaalso led to plant cell death but the authors were unable to detect the DSpA/E or the
WISE protein in plant tissues (Oh et al., 2007; Ham et al., 2009). However, the lack of
accumulation of DspA/E in plant cells could also be due to an inherent instability of the DspA/E
protein. In animal bacterial pathogens, it has been shown that effectors can repress host
translation and that this repression is required for pathogenesis. The intracellular bacterial
pathogenL. pneumophilasecretes inside the host cell five effectors which are required for
bacterial growth and virulence and which repress host cell translation (Fontana et al., 2011). The
authors suggest that inhibiting host translation could benefit the pathogen by increasing the
availability in amino acids or by dampening the host’s response. However they also demonstrate
that host cells are able to detect the arrest of translation which triggers a transcriptional response
and could counterbalance the positive effects of the effectors (Fontana et al., 2011). To our
knowledge, the present work is the first demonstration of the repression of protein synthesis by a
plant pathogen T3E. This led us to investigi@ovarotein synthesis in infected plants and we
found thatde novoprotein synthesis was rapidly inhibited in béththalianaand apple leaves
following infection byE. amylovoran a DspA/E-dependent manner. Furthermore, we found that
repression of host protein synthesis with cycloheximide (CHX) could partially restore the
multiplication of adspA/Emutant, in agreement with our previous observations that CHX can
promoteE. amylovoramultiplication and associated necrosis (Moreau et al., 2012). The fact that
the growth of @lspA/Emutant could only partially be restored by CHX indicates thatiaibn
of DSpA/E in the plant cell cannot be fully complemented by the biochemical repression of
protein synthesis.

Altogether, we show that DsSpA/E is required for early bacterial growth in the non-host
plantA. thaliang that DspA/E represses protein synthesis and triggers a strong defense response.
At this point, the causal relationships, if they exist, between cell death, defense triggering,
repression of protein synthesis and the bacterial promoting effect of DSpA/E are not known.
However, previous data concerning Wtsk deletion mutants suggest that at least the cell death
inducing and the bacterial promoting activities of WtsE are strongly linked (Ham et al., 2008)
Although this remains to be proven, our data argue in favor of the induction of cell death by
DspA/E being responsible for its bacterial promoting activity, possibly linked to its protein
synthesis suppressing activity.
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Methods
Bacterial strains, yeast strains and plant lines

E. amylovorastrains used in this study are described in (Degrave et al., 2008) except for
thedspA/Emutant used in this study (M81). To construct the MI§IA/Emutant, plasmid pSL4
containing the mutagenized insert (Supplementary data) was introducéd aroylovoraby
electroporation. Isolated colonies were screened for Streptomycin resistance and Ampicillin
sensitivity. The recombination event was checked by southern blot. A secretion test was
performed which confirmed that DspA/E was not secreted by the M81 straitts ifhugant ofP.
syringaepv.tomatowas obtained from the Collection Francaise des Bactéries Phythopathogénes
(Angers, France). Apple seedlings (Malus x domestica) were generatee&adsrobtained from
openpollinated ‘Golden Delicious’, which is susceptible to fire blight disease.

Generation of DspA/E transformation constructs and plant transformation

The GFP::dspA/Econstruct was obtained by cloning #@FP coding region in frame
with the dspA/Ecoding region under the control of the inducild@eA promoter in the pER8
transformation vector (Zuet al., 2000); see supplemental data for detdilsthalianaCol-0
plants were transformed by thgrobacteriumsp. strain C58C1 using the floral dipping
procedure (Clough and Bent, 1998).

Plant culture, estradiol treatment and inoculation methods

To measurén plantabacterial multiplicationA. thalianaplants were grown in soil for 5
weeks and leaves were inoculated as described in (Degravg008).In vitro grown seedlings
were sown on solid 1x MS media containing 1% sucrose after surface sterilization afidaatrn
by incubation at 4°C for 2 days. Seedlings were subjected to a cycle of 16 and 8 hours of light
and darkness respectively, at 25°C (day) and 20°C (night). To measure seedling root length, the
plates were oriented vertically so the roots grew along the surface of the media. Estradiol
treatment was conducted by immersion of 10-ddgseedlings in 173-estradiol (SIGMA) for
ten minutes. For the infection af-vitro grown A. thaliang two-week old seedlings were
submerged with a Z@FU/mI bacterial suspension for 10 minutes and the phenotype of the
plants was assessed six days after infection®®Boelabelled methionine assays, leaf discs of 3
week-old apple seedlings were vacuum-infiltrated with bactridensions at 5.30FU/ml and
kept in a wet Petri dish for 8 h at 22°C; 5 weekAlthalianaCol-0 plants were inoculated with
bacterial suspensions at’ICFU/ml and leaf discs were taken 14 hpi.

%3-labbeled methionine incorporation

Seedlings treated with DMSO or estradiol for 3 hours and inocufatiidlianaand apple
leaf discs were transferred to 1ml liquid 1x MS containing 50 {i&iabelled methionine
(PerkinElmer), and incubated for two hours, except for the seedlings treated with a range of
estradiol concentrations (30 min incubation). Seedlings or leaf discs were rinsed twice for 5
minute in 1x MS. Total proteins were extracted in Na-EDTA 1 mM, MgCI2 1mM, Tris-HCI 25
mM (pH7.6) B-mercaptoethanol 13.3 uM antiprotease cocktail (Roche) 1 pg/ml, subjected to
SDS-PAGE and the methionine incorporation rate was revealed by autoradiography.
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Microscopy, DCFH-DA, callose, DAPI and FDA-PI staining

Callose detection is described in (Degrave et al., 2008). For DARIhsiaseedlings were
immerged in DAPI 5 pg/ml (SIGMA) PBS 10 mM and rinsed twice in PBS 10 mM. For FDA-PI
analysis, seedlings were immerged in FDA 5 pg/ml (SIGMA), P15 pg/ml (BD Pharmingen) and
rinsed twice with sterile water. Seedlings were mounted in 50% glycerol or water (for FDA-PI)
and observed with a Zeiss Axiophot light microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) using
excitation filter 470 nm and band pass filter 525 nm (eGFP and FDA), excitation filter 546 nm
and barrier filter 590 nm for PI or excitation filter 365 nm and barrier filter 420 nm for DAPI.
H.O, detection using 300M 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) was done as
described in (Degrave et al., 2008).

RNA extraction and gRT-PCR

RNA extraction and cDNA synthesis is described in (Degeaat,2008). cDNAs were
amplified using Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) according to
manufacturer’s license in an Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System. Results were
analysed with Applied Biosystems Sequence Detection Software v1.3.1. Gene expression was
normalized using the constitutit&#-1a gene. Primers are described in (Fagsial.,2007) or in
the supplemental data.
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Supp. Figure 1: DspA/E expresseih plantaincreases the growth and survival
of wild-type E. amylovorain A. thaliana. Root growth of the 7-2-1 control line
IS not affected by estradiol treatment.

A: Bacterial counts of the wild-type strainEBfamylovoran the GFP expressing control line (7-2-1) and
in the GFP:dspA/Eexpressing line 13-1-2. Bacteria were inoculated with or without 5 uM edtrad
induce the expression of DSpA/E. Stars indicate values significantly differenEmamthe untreated
control lineat the corresponding time point according to Mann and Whitney’s test (P value < 0.05). B: 7-

2-1 control seedlings were immerged during 10 minutes in estradiol-containingrsoknd cleared.
Each bar represents the mean growth in mm per day for 15 seedlings + SE.
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Supp. Figure 2: Kinetics of DspA/E-induced cell death inA. thaliana
transgenic plants.

1-week-oldGFP (7-2-1) anddspA/E::GFR(13-1-2) transgenic seedlings were immersed in ®gtkdiol
or water. Cell death was detected by monitoring the uptake of Evansidugeedlings were stained with

0.25 % Evans blue for 20 min and washed with water at the indicated timegsaletscribed in (Vailleau
et al, 2002, PNAS 99: 10179-10184).
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Supp. Figure 3: Detection of cell death in transgenic seedlings using Pl
staining.

10-days-old transgenic seedlings vertically-grown on MS medili$h sucrose were immerged during 10
minutes in estradiol-containing solutions and cleared. Two days after treatment, the roadgjp4&/Bf
transgenic seedlings were colored for 5 minutes in an FDA-PI staiwlimipn, rinsed and observed under
fluorescence microscope using the appropriate filter. Living tissuesrese; glead tissues are red.
Pictures show a representative root tip for each treatment.
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Supp. Figure 4 E. amylovorareduces plant growth in a DspA/E-dependent
manner.

Col-0 seedlings were immerged in bacterial suspensions of wildilypenylovora(Ea) or adspA/E
mutant (18 CFU/mI) or water for 10 min and replaced in the growth chamberday$. Top: picture of
representative seedlings. Bottom: mean seedling weight. The star indicagmificant difference from
mock4reated seedlings (Mann and Whitney’s test; P value < 0.05).
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Supp. Figure 5: Modulation of selectedA.thaliana genes byE. amylovoraand

DspA/E.

Log?2 ratio of selected genes in responge.tamylovoras hpi (Moreau et al.,2012, MPMI 25: 421-430)

and in the 13-1-2 transgenic plants 6h following estradiol treatment. Black inulkeste that gene

expression was not

significantly changed.
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Supp. Figure 6:DspA/E is required for full induction of defense genes iA.
thaliana by E. amylovora

Leaves ofA. thalianaCol-0 5 week-old plants were inoculated with wildeyp. amylovora(Ea) or a
dspA/Emutant fspA/B at 10 CFU/ml. Leaves were collected 6 or 24 hpi. Gene expression levels were
measured by quantitative real-time RTR. Arbitrary units are calculated relatively to the EFlo gene

expression level.
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Supp. Figure 7: DspA/E does not accumulate in transgenic plants

A: Fluorescence observation of root cell&étPtransgenic seedlings (top) aG&P::dspA/E(bottom) 1,

2 and 3 hpt with 5 uM estradiol. Similar results were obtained with two indepératesgenic lines. The
bar represents 10 piB: 10-days-oldsFP::dspA/E13-1-2) transgenic seedlings were treated with 5 uM
estradiol and stained with DAPI 2 hpt. Left: GFP fluorescence, middle: DARirggaiight: merge. The

bar represents 5 um.
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Construction of the E. amylovoraM81 dspA/Emutant

Construction of pSL4: A BamH1-Hindlll DspB PCR product [template pMAB79
(Gaudriault et al, 1997), primers: BamH1 DspB for:
AAGGATCCTGAGCATGTTGTTGCCCTTC and Hindlll DspB rev:
AAAAGCTTTTATGCCGCGCTACTCT] was cloned into pUC18. This plasmid was then used
to clone an EcoR1-BamH1 PCR product containing the DspA/E HrpL-inducible promoter
[Template pMAB79, primers EcodeltotDspA: AACGAATTCGTAAAGGATTATCGCCGET
and BamH1deltotDspA rev: AAGGATTCGACCCGTTGCCCCCACCCTC] to give plasmid
pSL3 which was sequenced. A BamH1 fragment carrying the streptonsistanee gene issued
from pHP45-omega (Prentki,P. and Krisch,H.M. 1984 In vitro insertional mutagenesis with a
selectable DNA fragment. Gene 29 (3), 303-313) was then inserted into the BamH1 site of pSL3
to give plasmid pSLA4.

Generation of DSpA/E transformation constructs and plant transformation

The GFPanddspA/Econstructs were generated by placing the coding regiceGS P
and dspA/E(clone pADERS3) under the control of the inducild&A promoter in the pER8
transformation vector (Zuet al.,2000). Cloning ofispA/EandeGFP. theeGFP anddspA/E
coding regions were amplified using primers A-F and B-RetéFPand primers C-F and B-
for dspA/Ethat added Xhol, Sacl and Apal restriction sites. PCR fragments were cloned into
pGEMt-easy (Invitrogen) and cloned into pER8 using Xhol and Apal. GRE::dspA/E
construct was obtained by cloning t8&FP coding region in frame with the dspA/E coding
region of clone pADER3.

Primers used for cloning:

Primers used for cloning: eGFP : A-5° AAC TCG AGA TGG TAA GCA AGG GCG
AGG AGC 3’ and B-R: 5> AAG GCC CTT TAC TTG TAC AGC TCG TCC AT 3’ ; dspA/E:
C-F:5" AACTCG AGA TGG AAT TAA AAT CACTGG GA 3’ and D-R : 5 AAG GGC CCT
TAG AGC TCG CTC TTC ATT TCC AGC CC 3°.

Primers for RT-PCR and gRT-PCR:

5’ CGA CAA CCA CTA CCT GAG CA 3’ (eGFP591-F) and 5° CTG GTG AGC AGC
GCT GAT AC 3’ (DspA-RT-R). 5> CGT CAC CCT AGC CGC TTT AC 3’ (Ef1-F); 5° CCC
ATG GTT AGA GAC TGT CAA ACA 3’ (Ef1-R); 5 CCT GTG GGG CAT GGT GTT GC 3’
(DspA-RT-F) and DspART-R.
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Figure 26: Principe du criblage de mutants résistants a la toxicité induite par
DspA/E

A: Phénotype de la lignée 13-1-2 sur Estradiol. La lignée 13-1-2 germe sur MSpkrir de 10 nM la
germination de la lignée est inhibée.

B: Une population de graines de la lignée 1B4lété mutagénéisée avec de I’EMS. Ces graines ont
ensuiteété semées en chambre de culture afin d’obtenir une génération M1 qui a été amplifiée afin de
récupérer une génération M2 qui est par la suite semée sur de I’estradiol concentré a 10 nM pour vérifier le
phénotype des plantes suite a la mutagénése. Parmi les lots de graines M2, udenagj@nibe pas sur
estradiol. Cependant dans certains lots, quelques plantes germenttesplaespondent & des mutants
résistant putatifs. La descendai@&de chaque mutant putatif est de nouveau semée sur estradiol afin de
confirmer le phénotype de résistance. Les mutants confirmés en M3 sont ensuiteisEsgutés en
détail
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Chapitre Il

Chapitre Il : Recherche de suppresseurs de la toxi& induite
par DspA/E

l. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que DspA/E est essentiel pour la
multiplication de la bactérie. amylovoraheZzA. thaliana.De plus, les analyses phénotypiques
des plantes transgéniques permettant d’exprimer DspA/E in plantaont permis de montrer que
DspA/E est hautement toxique pdurthalianacomme pour le pommier, suggérant ainsi que la
toxicité de DspA/E jouerait un rdle clé dans sa fonction. Cette hypothese est renforcée par les
travaux réalisés sur I’effecteur WtsE. En effet, I’analyse de mutants de délétion de 1’effecteur
WISE a montré que la perte de toxicité était toujours corrélée a la perte de la fonctionnalité de
WItsE (Ham et al., 2009). De plus, la caractérisation de la toxicité de DspA/E permettra de tester
I’hypothése selon laquelle elle serait nécessaire a la fonctionnalité de cet effecteur.
L’identification de mutants résistantsrmettrait d’identifier des éléments de la plante nécessaires
a la toxicité de DspA/E et a la mise en place des réponses induites par cet effecteur.

[I. Démarche expérimentale

Avant le début de ma these une agéhese a ’EMS qui provoque des mutations ponctuelles
aléatoirement dans le génome avait été réalisée par Mathilde Fagard sur la lignée 13-1-2 portant
DspA/E. Le principe du criblage est présenté en FigureaiRes mutants résistants putatifs
plusieurs cas de figure sont possibless mutations peuvent touchersystéme d’expression
XVE permetant I’expression de DspA/RE) ( Les mutations peuvent potentiellement toucher la
séquence de DspA/E et le rendre non-fonctiofijelEnfin, les mutations peuvent toucher le
génomed’A. thalianaet inactiver par exemple un géne (iigcessaire a la toxicité de DspA/E.

Les plantes d’intérét pour notre équipe sont les plantes qui portent potentiellement une mutation
soit dans DspA/E, soitans un géne d’A. thaliana
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Figure 27. Catégories de mutants résistants putatifs

Les mutations suppressives peuvent affecter la toxicité de DspA/E de @isgans : (i) 11 plantes dont
la mutation touch& systéme d’expression ont ét¢ identifiées au cours du crible. (ii) 5 plantes portant une
mutation dans la séquence de DspA/E ou une mutation dominante annigzicitgeont été identifiees et
(i) 4 plantes portant une mutation le génome d’A. thalianaont été identifi€ées puis sélectionnées pour
analyse. A*: Mutationlans le systéme d’expression; A™: Mutation dans DspA/Byl: Mutation dominante;

m. Mutation récessive; R: résistant; S: Sensible; Wt: alléle sayvagdsence de DspA/E.
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Figure 28. DSpA/E est exprimé dans les mutants suppresseurs

Exemple de I’expression de DspA/E dans les mutants résistants I-18-1, [-50-1 et 1136-1. Des plantules de
6 jours ont été induites (+) ou non g§3ec de ’estradiol (5 uM). L’estradiol est retiré au bout de 20
minutes et les plantules sont récoltées 24 heures aprés induction. L’expression relative de DSpA/E a été

vérifiée en PCR en temps réel (QPCR) par rapport au géne conadfuitif (Adenosine Phosphoribosyl
Ttransferase 1)
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Chapitre Il

Avant mon arrivée, vingt individus résistants avaient été identifiés et confirmés a la
génération M3. Afin de déterminer a quelle catégorie de mutants (i, ii ou iii) appartient chaque
individu résistant, différentes analyses sont réalisées. Dans un premier temps, chague mutant
résistant putatif a étéaité a I’estradiol et I’expression de DspA/E a été mesurée en qPCR afin de
déterminer si I’expression n’est pas affectée. En paralléle, les mutants putatifs ont été croigés a
I’écotype sauvage Col-0 (fond génétique de la lignée 13-1-2) efdasibilité a I’estradiol de la
descendance F1 issue de ce croisement a été analysée. Onze mutants dont la F1 esugsistante
estradiol et dont I’expression de DspA/E est nulle, signifiant qu’ils sont potentiellement affectés
dans le gsteme d’expression de DSpA/E, ont été identifiés. Ensuite, cing mutants dont la F1 est
résistante sur estradiol et dont I’expression de DspA/E est validée, signifiant qu’ils sont
potentiellement mutés dans la séquence de DspAdE’ dsiportent une mutation dominante, ont
été identifiés. Enfin, quatre mutants dont la F1 est sensible et pour lesquels DspA/E est exprimé,
signifiant qu’ils portent potentiellement une mutation récesslues le génome d’A. thaliana,ont
éte identifiés (Figure 37

Lors de ma these, je me suis concernié I’analyse des quatre individus portant
potentiellement une mutation récessive du génome d’A. thalianaconférant la résistance a la
toxicité de DspA/E.
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Figure 29: Confirmation de la résistance a la toxicité de DspA/E du
suppresseurl-18-1

Les plantes de la génération M3 ont été semées sur MS 1% de sucrose supplémenté oudeon avec
I’estradiol 10 nM. Les photos sont prises 1 semaine aprés semis. La lignée 7-2-1 portant la construction
XVE et exprimant la GFP, germe sur estradiol tandis que la lignée 13-1aptdospA/E ne germe pas.

La résistance pour le mutdnt8-1 est confirmée car il germe sur estradiol. R: résistant. S: sensible.
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Figure 30: Les suppresseurs appartiennent a deux groupes de
complémentation différents

(A): Principe du test de complémentation. Cas 1: Les mutatidesm2sont au mémiecus On s’attend

a ce que la F1 issue du croisement entre les mutants soit résistante (R) sal. €isa8: les mutations
mletm2affectent desocis différents. On s’attend a ce que la F1 issue du croisement entre les mutants
soit sensible (S) sur estradiot. allele muté; M: allele sauvage. (B): Tableau-résdegcroisements pour
les groupes de complémentation et des résultats obtenus en F1. (C): Exempbedmtaplémentation
entre les mutants40-1etll-36-1.5 a 6 graines des lignées contrbles, des mutants et des jassges

du croisement entre les mutaritd0-1 et 11-36-1 ont été semées sur milieu MS 1% de sucrose
supplémenté ou non avec de I’estradiol 5 uM. Les photos sont prises 6 jours apres semis.
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Chapitre Il

[l. Résultats

A I’issue du criblage, quatre suppresseurs portant une mutation potentiellement récessive dans
le génome d’A. thalianasupprimant la toxicité de DspA/E avaient été isolés. Ces mutants avaient
été confirmés en M3 sur la base de leur germination sur 10 nM d’estradiol concentration a
laquelle la lignée 13-1-2 ne germe pas. Les quatre suppresseurs sélectionnés ont été nommeés
18-1, I-40-1, I-50-%tll-36-1 (Voir Matériel et Méthodes). La Figu28 présente un exemple de
confirmation de la résistance du suppressdid-1.

1. Analyse génétique des suppresseurs

1.1 Analyse de ségrégation

Afin de confirmer le fait que les 4 suppresseurs portent une mutation récessive, nous
avons choisi de rétro-croiser une fois les suppresseurs avec la lignée parentale 13dis2eUne
rétro-croisement effectué, la F1 est semée sur estradiol afin de vérifier le phénotype.
Théoriguement le phénotype attendu est une restauration de la sensibilité puisque la F1 porte une
copie sauvage du gene candidat. Le test s’est avéré concluant puisque la F1 issue du croisement
entre le suppresselifi8-1et la lignée 13-1-2 est sensible sur estradiol (Figure 34). Nous avons
par la suite testé le phénotype de la F2 sur estradiol. Théoriquement la ségrégationedteted
type 3:1 pour une mutation récessive (3/4 de graines non-germées et 1/4 de grages.derm
résultats du test de semis de la F2 ont été concluants puisque les résultats obtenus sont 73 graines
non-germées et 27 germées. Ces résultats indiquent que la mutatiorsdppsdsseur18-1 est
une mutation récessive. Des résultats identiques ont été obtenus pour les supp#3<eurs
50-1etll-36-1(résultats non présenjés

1.2 Complémentation fonctionnelle

Afin de réaliser un test de complémentation fonctionnelle, des croisements entre les mutants
suppresseurs ont été effectués. Le test de complémentation fonctionnellbut gewéterminer

le nombre ddoci de résistance a la toxicité de DspA/E auxquels correspondent les quatre
mutants. Le principe du test est de croiser les mutants deux a deux et de vérifier lgpptaimoty

la F1 sur estradiol. Dans le cas ou les mutations sont situées auoutésyen s’attend a ce que

la F1 germe sur estradiol tout comme les mutants résistants et la lignée contréle 7-2-1 (Figure
30). Dans ce cas les mutants appartiennent au méme groupe de complémentation. Dans le cas ou
les mutations sont situées a des différents,on s’attend a ce que la F1 ne germe pas sur

estradiol. Dans ce cas on pourra conclure que les mutants appartiennent a deux groupes de
complémentation différents. La Figure 30 présente un exemple de croisement test pour la
complémentation fonctionnelle et le résumé des résultats de croisements entre les mutants
suppresseurs. En résumé, les suppresseurs appartiennent a deux groupes de complémentation. Le
premier est constitué des suppresse@ts1, I-50-1, 11-36-1 Le second groupe est constitué du
suppresseun-40-1. Ces résultats indiquent que nous avons potentiellement kbeiuix
responsables du phénotype de suppression de la toxicité induite par DspA/E.
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Figure 31: Phénotype des quatre suppresseurs

Coomasie

(A): Suppression de I’inhibition de la germination par DspA/E. Les plantes ont été semées sur MS 1% de
sucrose supplémenté oonmvec de 1’estradiol 100 nM ou 5uM. Les photos sont prises 1 semaine aprés
semis. (B)Suppression de I’inhibition de la croissance racinaire par DspA/E. 20 graines ont été semées
sur MS 1% de sucros@u bout d’une semaine, les pointes racinaires ont été traitées pendant 10 minutes

avec une solution d’estradiol a la concentration indiquée. La croissance racinaire est mesurée 24 heures
post-induction. Les astérisques (*) représentent une valeur significativemérerdiéf par rapport a la
lignée contrdle pour la méme concentration en estradiol (Marnm&yhest ;P<0.05) (C): Suppression de
I’inhibition de la traduction par DspA/E. Des plantules de 10 jours ont été traitées ou non avec de
I’estradiol (5 pM) pendant 3 heures et marquées avec de la méthionine *°S. Les extraits de protéines totales
ont été mis a migrer sur gel de polyacrylamide avec SDS (SDS-PAGE) et mangbéasde Coomasie.
L’incorporation de la méthionine marquée a été détectée par autoradiographie.
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Chapitre Il

2. Phénotype des mutants suppresseurs

Afin de déterminer si les mutations suppriment les autres effets de la toxicité de DspA/E, la
caractérisation des suppresseurs a été effectuée sur la base des réponses observées sur la lignée
13-12 enréponse a I’expression de DspA/E suite a I’induction a I’estradiol (Degrave et al., 2013)
tels que I’inhibition de la germination, de la croissance racinaire et de la traduction.

Inhibition de la germination par DsSpA/E :

J’ai effectué des tests de germination sur des concentrations plus élevées d’estradiol car
I’inhibition de la germination par DSpA/E est dose-dépendante. En effet, sur Hastvhdiol la
lignée 13-1-2 germe entre 10 1% et sur 5 uM, elle ne germe pas. J’ai donc choisi deux
concentrationsupérieures a 10 nM d’estradiol, 100 nM et 5 uM sur lesquelles la lignée 13-1-2 ne
germe pas (Degrave et al., 2013). Sur 100 nM et 5 uM la lignée contrble 7-2€lagkauteur
de 100%. Comme attendu la lignée 13-1-2 ne germe sur aucune des deux concentrations. Les
suppresseur$-18-1, 1-50-1 et 11-36-1 germent sur les deux concentrations. Cependant le
suppresseur50-1 présente une réduction visible de croissance de la partie aérienne. Quant au
suppresseur40-1, il germe sur une concentration de 100 nM mais pas au-dela. Ces résultats
indiquent que les mutatioms.8-1, I-5041 etll-36-1suppriment I’inhibition de la germination &
forte concentration en estradiol et que le suppresstiid est toujours affecté mais a moindre
mesure (Figure 31

Inhibition de la croissance racinaire par DSpA/E:

Afin d’analyser la capacit¢ de DspA/E a inhiber la croissance racinaire les différents
génotypes ont €té semés sur MS 1% puis cultivés verticalement. Au bout d’une semaine la pointe
racinaire est traitée a I’estradiol et on mesure la croissance de la racine qui a lieu pendant les 24
heures qui suivent le traitement. La lignée contréle 7-2-1 ne présente pas de différence de
croissanceracinaire 24 heures aprés induction a I’estradiol. Comme nous 1’avions observé
précédemment, la lignée 13-1-2 présente un arrét total de croissance racinaire des 30 nM
(Degrave et al., 2013). Dans ce test, les suppredsegqs, 1-50-1 etll-36-1 ne présentent pas de
différence de croissance racinaire 24 heures apres induction contrairement au supgi@dseur
qui présente une diminution de sa croissaag@aire a partir de 30 nM, qui s’accentue jusqu’a
100 nM et a 5 uM un arrét total de la croissance est observé. Ceci indique que la croissance
racinaire des suppressetln$8-1, 1-504 et 11-36-1 n’est pas affectée suite al’expression de
DspA/E. La mutation-40-1réduit I’effet de 1I’expression de DspA/E sur la croissance racinaire
mais ne la supprime pas (Figure.31

Inhibition de la traduction Par DspA/E :

L’induction de I’expression de DspA/E dans la lignée 13-1-2 inhibe la traduction (Degrave et
al., 2013) Afin d’analyser la capacité de DspA/E a inhiber la traduction, les différents génotypes
ont été traités ou non a I’estradiol puis a la méthionine marquée au souffre 35. Les plantes ont
ensuite été broyees et les protéines ont été extraites, soumisent a une électrophorese et révélées
par autoradiographie.udune inhibition de la traduction n’a été constatée pour la lignée controle
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Chapitre Il

7-2-1 tandis que la lignée 13-1-2 présente un arrét total de la traduction comme E&itgmeu (
31). Les suppresseurd 8-1, I-50-1etll -36-1ont le méme phénotype que la lignée contrble 7-2-
1 et le suppresselnd0-1 présente quant a lui une inhibition totale de la traduction suite au
traitement avec 5 uM d’estradiol. Des analyses permettant de vérifier si le suppre$gkid
présente un arrét de la traduction a des concentrations interméti@ttadiol ont été effectuées

(30 et 100 nM). Les résultats montrent que 1’inhibition est croissante en fonction de la
concentration pour le suppressedf-1. Ceci montre que DspA/E n’est plus capable d’inhiber la
traduction dans les suppressdui$-1, I-5041 etll-36-1 et pour le suppresselsd0-1 DSpA/E
conserve ce role d’inhibition de la traduction mais de maniére réduite.

L’ensemble de ces résultats montre que les suppresseurs18-1, I-50-1et 11-36-1 sont des
suppresseurs présentant une forte résistance a la toxicité de DspA/E tandis que le sulppresseur
40-1 est unsuppresseur ayant une résistance intermeédiaire.
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Figure 32 Tableau théorique des ségrégations des F2 issues du croisement
suppresseur x Ler-0

La F1 issue du croisement entre un suppresseur et I’écotype Landsberg est théoriquement sensible sur
estradiol. La descendance F2 est sesnéestradiol et la ségrégation est étudiée. Dans le cas d’une
mutation récessive monolocus la ségrégation attendue est de 9/16 des planteseswildes et 7/16
résistantean: mutation causale potentielle ; M : alléle sauvageabsence de DspA/E.

Germinations | w™ms 100 nM 5 puM
Germées 100 [WT) 107 [WT] 100 [WT]
Descendant 1 Non germées 0 0 0
Total 100 107 100
80 [WT) 57 [WT) 53 [WT)
Germées 21 [Int) 30 [Int] 28 [Int)
Descendant 2 0 [réduit] 17 [réduit) 15 [réduit]
Non germées - 15 4
Total 105 119 100
Germées 100 [WT) 100 [WT) 100 [WT)
Descendant 2 Non germées 0 0 0
Total 100 100 100
64 [WT) 61 [WT] 61[WT]
Germées 21 [int) 23 [Int] 26 [Int)
Descendant 4 13 [réduit] 17 [réduit) 15 [réduit]
Non germées 7 14 8
Total 105 115 110
54 [WT) 58 [WT) 60[WT)
Germées 25 [Int) 21 [Int) 20 [Int)
Descendant 5 27 [réduit) 16 [réduit) 19 [réduit)
Non germées - 5 5
Total 110 100 104

Figure 33: Phénotype de la F2 issue du croisement entre le suppresseuio-1
et Ler-0

100 graines F2 provenant de 5 F1 différentes issues du croisement entre le suppt@sisauiécotype
Landsberg ont été semées sur MS 1% de sucrose supplémenté ou non avec de I’estradiol concentré a 100
nM ou 5 uM. 6 jours aprés semis le nombre de graines germées est compté et le poureentage d
germination est calculé. WT: Wild-type; Int: Phénotype intermédiaire; Réduit: Bipénoéduit.
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3. Stratégie de séquencage des suppresseurs.

Apres confirmation de 1’appartenance des suppresseurs au groupe des mutants portant une
mutation dans un gene d’A. thalianaeten paralléle du phénotypagelet’analyse des groupes de
complémentation 1I’objectif a été d’identifier les mutations causales du phénotype de résistance.

Les avantages d’utiliser ’EMS pour produire des mutations sont que ce composé est
hautement efficace pour saturer le génome entions (de I’ordre de 10 & 10° événements par
paire de bases par génération) (Kim et al., 2006) ce qui implique que les populations a utiliser
pour les cribles ne sont pas nécessairement grandes (125000 M1 sont suffisantes prileatteind
niveau de saturation) (Schneeberger et al., 20@8)ratégic que nous avons décidé d’employer
pour identifier les mutations récessives causales est la stratégie qui a étéuatilis§eipe de
Detlef Weigel (Schneeberger et al., 2009) qui utilise des mutants EMS. Cette stratégie appelée
ShoreMap consiste aroiser les mutants d’écotype Col-O avec un écotype sauvage
polymorphique dont le polymorphisme est bien connu d’un point de vue densité pour les
changements en nucléotides (Single Nucleotide Polymorphism ou SNP) mais aussi pour des
marqueurs génétiques de type RFLP (Polymorphisme de longueur de fragmestisatien) ou
d’AFLP (Polymorphisme de longueur de fragments amplifiés) par rapport a I’écotype Col-0. |l
faut par la suitédentifier en F2 des plantes qui présentent le phénotype de suppressibes
plantes F2 présentant le phénotype de suppression sont ensuite récupérées pour constituer une
population qui sera utilisée pour effectugie cartographie de la mutation responsable du
phénotype de suppressionEn parall¢le, de I’ADN du mutant suppresseur rétro-croisgst
envoyé a séquencer afin d’identifier la mutation causale en s’appuyant sur la cartographie
de la mutation.

L’écotype Landsberg (Ler-0) a été choisi pour appliquer cette approche car il possede un
grand nombre d’AFLP et de RFLP connus couvrant I’ensemble du génome. Une fois le
croisement effectué, il faut récupérer la descendance F1. De cette F1, la F2 esteécaijséré
elle ségrgea cause des évenements de recombinaison se déroulant au cours de la méiose il faut
donc sélectionner des descendant F2 pour lesquels la mutation causale est conservée. La
ségrégation attendue au sein de cette population est de 7/16 de plantes qui survivent et 9/16 qui
meurent sousdffet de la toxicité de DspA/E (Figure 32. Parmi les descendants F2 qui peuvent
germer sur estradiol, certaines plantes ne portent pas DspA/E (4/16 au total). Ces plamtes peuve
étre identifiées par PCR et éliminées par la suite. Il ne reste donc que 3/16 de plantes qui portent
la mutation et DspA/E a 1’état homozygote et/ou hétérozygote.

L’étude des croisements entre les suppresseurs et 1’écotype Ler-0 a été effectué mais les
résultats observés n’ont pas correspondu aux résultats théoriques. Il se trouve que dés le test en
F1 la sensibilité attendue pour les plantes portant DspA/E sans la mutation et/ou DspA/E avec la
mutation a 1’état hétérozygote avait été perdu. Nous avons tout de méme analysé la F2 afin de
vérifier si le phénotype de sensibilité pouvait étre restauré. La Figure 33 montre que 100% des
plantes germent sur estradiol a concentration intermédiaire (100 nM) et a forte concentration
(5uM). La présence de DspA/E a été vérifiée et son expression €galement. L hypothese
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susceptiblel’expliquer cette perte de sensibilité serait qu’il existe des régulations épigénétiques
qui conduirait a la dégradation des ARNs de DspA/E dans 1’écotype Landsberg.
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Figure 34: Phénotype du rétro-croisement en F1 et en F2 entre le suppresseur
-18-1 et 13-1-2

La F1 issue du croisement entre le suppredstgil et la lignée 13-1-2 est sensible sur estradiol 5 uM
comme attendu. En F2, la recombinaison au sein des gameétes entraine une ségrégation théorique de type
3:1 (3 plantes sensibles sur 4 et 1 plante résistante sur 4). La F2 senméadior@gsente la ségrégation
attendue avec 27 plantes résistantes et 73 sensibles confirmée statistigwemtntest du Chi-2. 100

plantes F2 ont été repiquées et vérifiées apeddance F3 pour leur phénotype de résistance. L’ADN

nucléaire des F2 confirméesta extrait et préparé pour I’envoi au séquengage.
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Par la suite et afin de pouvoir localiser la mutation causale, une nouvelle stratégie a été
adoptée. Nous avons choisi de récupérer la descendance F2 issue du rétro-croisement entre la
lignée 13-1-2 et les suppresseurs. Environ 50% de mutations non-liées a la mutation causale sont
éliminées par ce rétro-croisement. Apres avoir confirmé le phénotype de sensibilité de la F1 et
celui de la F2 (cf. 81.1});ai prélevé quatre disques foliaires de 100 F2, dont le phénotype de
résistance de la descendance F3 a été préalablement yafiti€trait I’ ADN nucléaire de ces
plantesque j’ai par la suite mélangé selon le protocole adapté de Schneeberget. €Voir
matériel et méthode).”’ADN nucléaire de 100 F2 des suppresseurs I-18-1 et I-40-1 a été
séquencé par la société Macrogedrour le suppressellir36-11’ADN de descendants F3 issues
de quatre F2 a été envoyé au séquencage chez la méme compagnie et pour le sugiresseur
I’ADN de 100 F2 a été séquencé par la société TGAC®.

La technique de séquencage employée est une technologie de nouvelle génération de
séquencage développée par la société llluthi@atte société emploie des séquenceurs de type
HiSeq 2000L’ADN est dans un premier temps segmenté en fragments de courte séquence de
100 pb chacune auxqled sont greffés des adaptateurs. Une librairie de fragments de courte
séquence est ainsi générée. Cette librairie est ensuite hybridée sur puce et les feagments
amplifiés par PCR. Des clusters des fragments sont ainsi formés sur la puce. Ce sont ces clusters
qui sont séquenceés. Dans notre cas, la profondeur de séquencage du génaivialesteg une
couverture det0 fois le génome d’A. thaliana.Les résultats de séquengage sont récupérés
directement sur les serveurs des compagnies de séquencigmat fastqJ’ai réalisé les
alignements de séquences avec le logiciel CLC Genomics Workbdreprincipe est quel
logiciel faits’apparier les courtes séquences de 100 pb sur le génome de référence du TAIR. A
partir de cet alignement des paramétres de stringence sont réglés de facon a identifier les SNPs
présents dans les courtes séquences. Le but étant d’utiliser une stringence faible (c’est-a-dire
identifier des SNPs ayant une fréquence faible d’apparition dans les courtes séquences) pour
pouvoir effectuer une cartographie de la mutation afin d’identifier un pic de SNPs et en parallele
d’effectuer une cartographie plus stringente pour identifier la mutation causale. Le descriptif des
alignements est détaillé dans la partie Matériel et Méthodes.

Avant de rechercher les mutations causales dans chaque supplagsemniére analyse de
recherche des SNPs non stringente a été effectuée. Cette analyse a permis ue faire
cartographie des SNPs pour chaque chromosome. De cette fagon, nous avons pu identifier pour
les suppresseulsl8-1, I-40-1etll-36-1un regroupement de SNPs dont la fréquence de présence
dans les courtes séquences était de 100% ou proche de 100%. La séquence du siyxdrésseur
n’a pas donné de résultats lors de la recherche de SNPs car le nombre de courtes séquences de la
librairie était insuffisant probablement da ajlalité de I’ADN génomique envoye.

Le fait d’envoyer plusieurs suppresseurs a séquencer a permisd’éliminer les SNPs présents
dans la lignée parentale de référence 13rdprtis sur I’ensemble du génome (environ 600
SNPs sont communs aux suppressé&li&-1 et 1-40-1). Nous avons par la suite comparé les
profils de SNPs entre les suppresseurs et identifié une zone spécifique présgtamntaSNPs
pour chacun des suppresseurs.
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Figure 35: Profils des pics de SNPs obtenus pour les suppresselds3-1, I-40-
1etll-36-1

Les profils de fréquence de SNPs ont été effectués grace a I’analyse de SNPs faite avec le logiciel CLC
Genomic§. Chaque losange bleu représente un SNP en fonction de sa position en paire de base sur le
chromosome Une courbe de tendamée tracée afin d’estimer la position du pic de SNPs.
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Suppresseur-40-1 :

Pour ce suppresseur nous avons identifié une zone spécifique présentant un pic de SNPs
sur le chromosome 5 (Figure)3%e pic de SNPs du suppressé«0-1 se situe entre les
positions 20 et 70 millions de paires de bases. Contrairement aux pics des supp+&8skets
[1-36-1, ce pic est moins net. La comparaison avec les profils de pics sur les autres chreamosome
est cependant plus nette (Annexe 1). En effet, la majorité des SNPs sur les autres chromosomes
n’ont qu’une fréquence d’apparitions sur les courtes séquences comprise entre 50 et 60% tandis
que sur le chromosome 5 la fréquence est comprise entre 80 et 100%. Ceci indique que la
mutation causale se trouve dans cette région du chromosome 5.

LesSNPs candidats potentiels situés dans la zone entre les positions 20 et 70 millions de
paires de bases ont été analysés (Annexe 2). En résumé les candidats dont les SNPs présentent
une fréquence d’apparition de 100% dans les courtes séquences sont au nombre de 3. Le premier
SNP situé en position 2406802 est un changement d’une base cytosine en thymine, ce
changement induit une mutation synonyme dans la séquence protéique du gene AT5G07610 de
fonction inconnue. Le second SNP est situé en position 2729652 est un changement d’une base
cytosine en thymine dans le géne AT5G08450 codant une histone déacétylase, acaarfitange
provoque I’apparition d’un codon Stop. Le dernier SNP situé en position 4500448 est une
modification cytosine en thymine et cela touche le géne AT5G13950 dans la partie intronique du
géne. Ces analyses suggeéerent que le SNP causal est defoiolia ’histone déacétylase.
Cependant des erreurs de séquengage n’excluent pas des candidats présentant une seule ou deux
erreurs dans leurs courtes séquences tels que les genes AT5G14610 (fonction inconnue),
AT5G18590 (fonction inconnue) dont les SNPs provoquent une modification de la séquence
protéique Nous ne pouvons donc pas conclure a I’heure actuelle si tel ou tel géne candidat est
responsable du phénotype de résistance. Les mutants ADN-T de cdatsandiété commandés
et il serait intéressad’effectuer des analyses de croisements avec la lignée 13-1-2 en vérifiant si
la descendance est résistanteestiadiol. Cela permettrait d’identifier le géne responsable de la
diminution de la toxicité de DspA/E dans le suppressd0rl.

Suppresseus |-18-1 et Il -36-1:

Pour les suppresseulrd 8-1 et 11-36-1, la localisation du pic de SNPs est plus nette
(Figure 33. En effet, la fréquence d’apparition des SNPs dans les courtes séquences est comprise
entre 80 et 100% sur le chromosome 3 entre les positions 20 et 80 millions de paires de bases
avec une proportion plus importante comparée au pic du SNPs du suppré€séutans le
chromosome Kette fréquence d’apparition est d’ailleurs bien plus nette pour le suppresseuir-
36-1.Les suppresseultsl8-1etll-36-1étant alléliques ces analyses suggéerent que la mutation
causale responsable du phénotype de résistance est située dans cette zone de pic de SNPs. Nous
avons choisi par la suite de nous intéresssrpécisément a I’analyse des génes candidats dans
cette zone.
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Figure 36: Profil des pics de SNPs obtenus pour le suppresselsl8-1 et
comparaison avec le suppresseur-36-1

Le profil du pic de SNP du chromosome 3 a été zoomé sur la zone comprise entre 20 et 8@millions
paires de bases sur le profil du suppresk@érl. Le profil a été comparé avec le profil He86-1dont

les informations ont été ajoutées sur le profieisus. Dans 1’ordre affiché dans les cadres: La premiére
information correspond a la position sur le chromosome, ensuite est affiché le A@héikogéne dans
lequel le SNP est présent. En troisiéme position est présentée la fonctioreplitagéne. En quatrieme
position est présenté le type de SNP entre parenthéses, le nombre de courtes gF§aented le SNP

par rapport au nombre total. En cinquiéme position la modification induite par le GNEseEntée et en
derniére position si le SNP est présent chez le supprdsszisl. Asp: Aspartate, Ala: Alanine, Val:
Valine, Leu: Leucine, Pro: Proline, Phe: Phénylalanine Asn: Asparagine.
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Figure 37. Gene GOX2 et position des mutations des suppressein$8-1etll -
36-1
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Les analyses des génes candidats de la zone comprise entre les positions 20@t80 milli
de paires de basasont conduit a identifier plusieurs candidats potentiels chez les suppresseurs
[-18-1etll-36-1.La Figure 36présente le profil des SNPs présents dans la zone de pic pour le
suppresseurl8-1 et si ces SNPs sont présents ou non chez le suppris36tlk Nos analyses
montrent dans un premier temps que la majorité de SNPs présents dans cette réegaatisést |
entre les positions 60 et 80 millions de paires de bases. En souhaitant recherchisat&loc
I’ ADN-T portant le systéeme d’expression XVE et DspA/E, nous nous sommes rendus compte que
I’ADN-T était localisé dans cette région au voisinage de 71 millions de paires de bases (Fi
36). En alignant la séquence de DspA/E avec les courtes séquences des banques obtenues nous
avons observé que DspA/E était inséré a cette position.

La comparaison entre les profils de SNPs des suppres$sig+iset |1-36-1 a conduit a
I’identification de deux génes codant des cytochromes P450. Le géne AT3G20100 codant
CYP705A19 pour le suppresséir8-1chez lequel la proline en position 422 est remplacée par
une leucineet le gene AT3G20110 codant CYP705A20 pour le suppressaiii chez lequel la
leucine en position 482 est remplacée par une phénylalanine

Un seul candidat commun aux deux suppresseus étre identifié, il s’agit d’une
glycolate oxydase codée par le géne AT3G14415. Ce candidat ne nous a pas parulgvident a
premier abord. En effet, pour le suppresdét86-1,le SNP (C en T) en position 80 de la
séquence du géne et modifiant la sérine en position 27 en phénylalanine est présent a 100% dans
les courtes séquences de la banqui-86-1.Chez le suppressel#i8-1,le SNP (C en T) en
position 497 de la séquence du gene et modifiant 1’alanine 96 en valine n’est présent qu’a 90%
dans les courtes séquences de la banqu&8hl. La fréquence a 90 % et non a 100% peut étre
due a une erreur de séquencage. Cette fréquence peut étre égalemenitdyecalafss le pool
d’ADN des F2 séquencées il y a des F2 qui ne portent pas la mutation. Afin d’éliminer cette
derniere hypothése, une recherche de la mutation chez les 100 F2 séquencées étcdeffec
I’aide de marqueurs CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence). Ces analyses de CAPS
ont montré que la mutation dans la glycolate oxydase chez les 100 F2 était biea phesente
3). Ceci nous indique que les différences sur les courtes séquences sont des erreurs de
séquencage. Nous avons donc deux mutations qui affectent la séquence protéique de la glycolate
oxydase 2 (Figure 37
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Figure 38: Le suppresseurn-18-1 et les mutantggox2-1 etgox2-2 sont alléliques
et la mutation gox2 supprime la toxicité de dspA/E.

(A): Test de complémentation entre le suppresisé8rl et les mutantgox2 5 a 6 graines des lignées
contr6les, des mutants et des graines F1 issues du croisement entre la lignéle $8gp&sseurl18-1

et les mutantgox2 ont été semées sur milieu MS 1% de sucrose supplémenté ou non avec de 1’estradiol

30 nM et 5 uM. Les photos sont prises 6 jours aprés semis.
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Afin de confirmer que la mutation de la glycolate oxydase 2 est le careigahsable de
la suppression chez les suppresseliBs1etll-36-1.Nous avons commandé deux lignéas.
thalianaportant une insertion ADN-T dans le g&a@®X2.Ces lignées ont été croisées avec les
suppresseur$-18-1 et 11-36-1. La Figure 38présente un exemple de croisement entre le
suppresseurl18-1 et les mutants ADN- gox2-2etgox2-1 La lignée contrdle 7-2-1 germe sur
toutes les concentrations d’estradiol. La lignée 13-1-2 ne germe pas sur 30 nM et 5 uM comme
attendu. Les mutantpox2-2et gox241 ainsi que le suppresseui8-1 germent également sur
toutes les concentrations. En parallele, des croisements entre la lign@ei@d mutantgox2
ont été effectués. Les croisements entre ces lignées ne germent pas sur estradidlF30MiV e
indiqguant que la mutatiogox2-2est récessiveCeci a permis d’isoler des individus doubles
homozygotes pour le transgene DspA/E et pour la mutgtrdont la descendance F2 est en
cours d’analyse. Le croisement entre le suppresdeli8-1et les mutantgox2 germent sur toutes
les concentrations d’estradiol. Ce qui indique qu’il n’y a pas de complémentation entre le
suppresseurl18-1 et les mutantgox2.Ces résultats indiguent que le suppreské&grl et les
mutantsgox2 sont alléligues. Les mémes résultats ont été obtenus pour les F1 issues du
croisement entre la lignée 13-1-2 et les suppressdid et l1-36-1

La glycolate oxydase est impliquée dans la résistance non-hota ctietianaet des
mutants de la glycolate oxydase ne présentent plus de réponses de défenses telles que la mort
cellulaire et ’accumulation d’espéces réactives de 1’oxygene en réponse au pathogéne non-adapte
P. syringaev. tabaci(Rojas and Mysore, 2012 ous nous sommes donc interrogés sur le réle
de la glycolate oxydase vis-a-vis de la toxicité de DSpA/E et en rép@nsadylovorgpartie
suivante).
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Figure 39 Le gene GOX2 est requis pour les défenses non-héte contke
amylovora

(A): Croissance bactérienne chez Col-g@t2-2a TO et T24 heures.

(B): Conductivité molaire ionique chez Col-Ogetx2-2a 24 heures.

(C): Expression en qPCR a 24 heures post-inoculation avec la souche@gaavagovorau infiltration

avec de I’eau chez Col-0 etgox2-2de génes marqueurs de la voie 8RY), de la voie EDSIRMO), de

la voie JA/JET CHI-B) et impliqués dans la résistance non-hB@%7). Le niveau d’expression relative a

été normalisé avec le geA®T.

(D): Marquage au DAB chez Col-Oguix2-2 Les feuilles sont infiltrées au DAB sous vide 2 heures apres
inoculation et décolorées 16 heures aprés inoculation. Seul le demi-limbe droit a été inoculé.

(E): Quantification de la déposition de callose chez Col-§oaR-2 Les feuilles sont détachées et
décolorées dans du lactophénol 8 heures aprés inoculation. Par la suite, elles sont mardei¢es au b
d’aniline et observées a la loupe.

Des feuilles de plantes dgées de 5 semaines ont été infiltrées a 1’eau ou inoculées par la souche sauvage

d’E. amylovoraCFBP1430 a une concentration déupc/mL pour (A), (B), (C), (D) et (E). astérisque
indique une valeur significative pour p<0,05 selon le test de student pour (A), seldrdéeNenn et
Whitney pour (B) et (E) sur 2 répétitions biologiques. m : Mock, Eaamylovora.
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4. La glycolate oxydase st requise pour I’activation de certaines défenses cheA.
thaliana contre E. amylovora

Afin de déterminer le réle de la glycolate oxydase 2 au cours de I’interaction entre E.
amylovoraet A. thaliananous nous sommes intéressés a la croissance et a la modulation des
défenses chez le mutant glycolate oxydagm23-2 tellesque les fuites d’électrolytes traduisant
la mort cellulaire, 1’activation de geénes de défenses des voies SA ou JA/ET, la formation de
FAOs ou encore la déposition de callose. Nous avons donc poursuivi nos études sur le mutant
gox2-2,le mutant d’insertion ADN-T utilisé dans 1’étude de Rojas efal. 2012.

Dans un premier temps, la population bactérienne a été analysée chez Col-0 et le mutant
gox2-2sur 24h. La Figure 39A montre que chez le mugar®2-2 la population bactérienne est
10 fois plus importante que dans @obu la bactérie n’a pas poussé comme il a été observé
précédemment (Moreau et al., 2012). Ceci indique que le@@nx&est requis pour limiter la
multiplication de la bactérie. amylovora.

Il a été montré dans (Degrave et al., 2008) que la ba&iéaeylovorainduit des fuites
d’¢lectrolytes chez A. thaliana traduisant une augmentation de la porosité membranaire
généralement précurseur de la mort cellulaire. La mesure des fuites a donc été effectaée chez
mutantgox2-224 heures apres inoculation. La Figure 39B montre que Col-0 présente plus de
fuite d’électrolytes en présence de la bactérie par rapport au contréle eau comme attendu. Ce
niveau de fuitedl’électrolytes est moins élevé chez le mugon2-2par rapport a Col-0 en
présence de la bactérie. Ce résultat indique que le@@X&contribue au développement de la
porosité de la membrane induite ciiezhalianapar laprésence d’E. amylovora.

Il a été montré précédemment que la bactEreamylovoranodule I’expression de genes de
différentes voies de défenses chethaliana.Elle induit notamment les voie SA, JA/ET et des
marqueurs de la résistance non-héte tel&R@lou FMO (Degrave et al., 2008; Moreau et al.,
2012; Degrave et al., 2013ous avons donc étudié le profil d’expression de certains marqueurs
de ces voies de défenses chez le myax2-2inoculé avec la bactérte. amylovoralUn gene
marqueur de la voie SAPR]) est induit au méme niveau chez Col-0 et le mugarR-2en
présence de la bacténgeci indique que la mutation du gé&B©X2n’affecte pas I’expression du
marqueuPR1a 24 heures post-inoculatidon géne marqueur de la voie EDEFMO) est quant
a lui exprimé 6 fois plus chez le mutgyux2-2que chez Col-0 en présence de la bactérie. Ceci
indique que la mutation du geG®X2affecte I’expression du géne FMO. Un gene marqueur de
la voie JA CHI-B) est également modulé différemment chez le mggax2-2par rapport a Col-

0 en présence de la bactérie. Il est en effet exprimé 1.5 fois moingat#2 La mutation du
géneGOX2affecte également 1’expression du marqueur CHI-B. Enfin, le gend&eDS1,marqueur

de la résistance non-h6te est induit de maniere équivalente dans legox@a?et chez Col-0 en
présence de la bactérie. Cependant, ce marqueur est exprimé de maniere constitugve chez
mutantgox2-2puisque leniveau d’expression de ce marqueur dans le mutgok2-2infiltré a

I’eau est 10 fois plus important que dans Col-0 infiltréldeau. Ce résultat indique que la mutation

du geneGOX2est impliquée dans la modulation du marqueDs1.

139



Chapitre Il

L’ensemble de ces résultats montre que le gene GOX2est impliqué dans la modulation de la
voie JA mais également dans la v&B®S1régulateur de la résistance non-h6te coftre
amylovoracheZzA. thaliana.Le geneGOX2n’est cependant pas impliqué dans la régulation de la
voie SA en réponsel amylovoraAfin de confirmer ces hypothéses d’autres génes marqueurs
de ces diférentes voies de défenses pourront étre testés. Les résultats d’expression génique
présentés ici, sont différents de ceux observés dans I’¢tude de Rojaset al. En effet, les auteurs
montrent dans les mutangex3 et Haox2 (deux autres membres de la famille des glycolate
oxydase cheA. thaliang que les voies de défenses sont modulées differemment. Les différences
de résultats dans le mutayux2-2chezA. thalianaen réponse B. amylovorane sont donc pas
surprenards |l serait intéressant de voir si dans des mutants des autres glycolate oxydases les
résultats sont différents.

Nous avons par la suite vérifié si I’accumulation d’H,O; était perturbée dans le mutgotx2-2
inoculé ave&. amylovorala Figure39D montre que cette accumulation n’est pas modifiée chez
le mutant en réponseéea amylovorala seule différence observée est le contréle eau qui présente
moins d’accumulation de cette FAO chez gox2-2que chez Col-0. Ce résultats indiquent que la
mutationgox2-2 n’est pas impliquée dans I’accumulation d” H,O, pendant I’interaction entre E.
amylovoraet A. thaliana.La diminution dans le contrdle eau pour le mugo®2-2indique
cependant que la glycolate oxydase est bien une source alternative de productienFiecett
chezA. thaliana.Par conséquent, ces résultats suggérent que le stress oxydant dékeQAB
généré par la glycolate oxydase 2 ne serait pas responsable de la résistance d’A. thalianaa E.
amylovoracontrairement au cas de la résistance non-hote démontrée par Riojasreutation
gox2-2provoque une diminution drastique de FA@Isque I’'H,0, chezA. thalianainoculée
avec le pathogene non-adaptésyringaepv. tabaci.

Nous avons ensuite analysé la formation des points de callosé idéraction entre E.
amylovoraet A. thaliana.La Figure 3% montre qu’il y a une augmentation d’un facteur 3 du
dépot de callose en présence d’E. amylovorachez le mutangox2-2,par rapport a Col-0Ces
résultats indiquent que la mutation du g&@X2ne provoque pas de diminution d’accumulation
de callose en répons&aamylovoraontrairement a ce qui est observé en répoRssywingae
pv. tabaci. Au contraire, la mutatiomgox2-2semble augmenter la déposition de callose en
réponse &. amylovorasuggérant ainsi une régulation négative de la synthese de callose par le
geneGOX2chezA. thaliana

En conclusion de I’ensemble de ces résultats, le géne glycolate oxydase 2 est nécessaire a la
mise en place d’une partie des défenses clezhalianaen réponse B. amylovoraCe gene est
un nouveau candidat impliqué dans la résistance non-héte au méme titre queEb §éne
geneEDS1n’est d’ailleurs pas dérégulé dans le mutargox2-2infecté ave®&. amylovoa ce qui
suggere que les voies EDS1 et GOX2 sont indépendantes. Il serait intéressant de vérifier I’état des
défenses dans un double mutgox2-2/eds1-2.
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Figure 40: L activité glycolate oxydase est requise pour la toxicité de DspA/E

(A): Réaction catalysée par la glycolate oxydase. La formation d” H,O, est prise en charge par des
peroxydases ce qui libére 2 électrons qui vont oxyder 1’o-dianisidine composé qui vire au rouge. C’est
I’oxydation de ce composé qui permet la mesure de I’activité de la glycolate oxydase.

(B): Mesure de I’activité glycolate oxydase chez Col-0 et le mutant gox2-&filtrés a I’eau (m) ou inoculés
avec la souche sauvage d’E. amylovorgEa) ou le mutant bactérien DspAdSpPA/B a 108 UFC par mL.
Les plantes agées de 5 semaines ont été prélevées 24 heures aprés inoculation.

(C): Mesure de I’activité glycolate oxydase chez la lignée controle 7-2-1, le mutant gox2-2 en tant que
contrble négatif et les suppresselis-1 etll-36-1 sans DspA/E® dspA/B. Les plantes agées de 5
semaines ont été prélevées sans induction ou inoculation au prdadahtsure de I’activité glycolate
oxydase est faite sur des extraits protéiques passés sur colonnes afin de récupérer I’enzyme. Les
astérisques représentent une valeur significativement différente pant eyppontrdle eau pour (B) et par
rapport au contréle 7-2-1 pour (C). p<0.05 selon le test de Mann et Whitney.
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5. L’activité de la glycolate oxydase 2 est requise pour la toxicité de DspA/E

La glycolate oxydase est une enzyme peroxisomale qui convertit le glycolbtexsiede et
H.O, par oxydation (Figure 4. Deux hypothéses quant a 1’effet de la glycolate oxydase au
cours de I’interaction sont alors possibles. Soit I’effet peut étre da a la formation d” H,O,, ce qui
dans le cas de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovorane semble pas étre le cas puisque
I’accumulation d’ H,O, semble identique dans le mutgoix2-2et Col4. Sinon, I’effet peut-étre
da a I’accumulation du glyoxylate. Les résultats précédents ont montré que la mutation du gene
GOX2 provoquait une augmentation de la croissance bactérienne chez le guxari
accompagné d’une diminution des fuites d’¢lectrolytes. Ces résultats sont cohérents avec I’étude
de Rojas eail, 2012. Nous nous sommes donc demandé si la résistance passant par la glycolate
oxydase pouvait étre due directement a son activité d’oxydation du glycolate. Pour cela, nous
avons étudié I’activité glycolate oxydase sur plantes infectées mais aussi dans les suppresseurs
18-1etll-36-1(Figure40).

La Figure 40Bnontre qu’en présence de la bactérie, I’activité glycolate oxydase (GOX) chez
Col-0 esterviron 3 fois plus élevée que le contréle eau. En revanche, lorsque les plantes sont
inoculées avec un mutadspA/El’activité GOX reste a son niveau basal. Comme attendu,
I’activité GOX chez le mutargox2-2est plus faible que chez Col-0. Chez le mugax®-2,une
faible augmentation esibservée en réponsdasouche sauvage de la bactérie. L’activité en
présence du mutadspA/Eest a son niveau basal. Ces résultats indiquerBQX est activée
en présence de la souche sauvage d’E. amylovoraCette activité dépend de plds I’effecteur
bactérien DspA/E.

La Figure 40Cmontre I’activité de la glycolate oxydase chez la lignée controle 7-2-1, le
mutantgox2-2et les suppresseulsl8-1 et [1-36-1 ne portant pas DspA/E (Voir Matériel et
Méthodes pour I’isolement des suppresseurs sans DspA/E). Les résultats montrent que 1’activité
glycolate oxydase est bien diminuée dans le mwarR-2comme attendu. Concernant les
suppresseurs, I’activité glycolate oxydase est diminuée dans le suppresséuB6-1 mais pas dans
le 1-18-1. Ces résultats sont surprenants sachant que ces suppresseurs sont alléliques. Une
hypothése possible serait uetivité GOX soit moins fortement diminuée dans le suppresseur
[-18-1et que cette diminution ne soit pas détectablgtro. La mutation du suppressdin36-1
conduit a unenodification d’un acide aminé trés conservé chez les glycolate oxydaseau
changement d’une sérine en phénylalanine. Chez le suppresseli8-11a modificatiom’est pas
un changement structutiaiportant. En effet, la mutation provoque un changement d’une alanine
en valine Cependant, cette modification touche un acide aminé trés conservé chez les glycolate
oxydaseg\insi, la mutation du suppressedtlt8-1 n’aurait pas d’impact sur I’activité de la GOX2
en conditions optimales vitro mais diminuerait son activiié@ vivo contrairement ali-36-1
pour lequel la mutation est un changement structural plus important qui affecterait soriractivité
vivo commein vitro. L’ensemble de ces résultats montrent que 1’activité glycolate oxydase est
requise pour la virulence de la bactérie et ce, dépendamment de DspA/E. Cependant, afin de
confirmer ces résultats, des tests de mesure d’activité sur les lignées contrdles 7-2-1 et 13-1-2
induites avec différentes concentrations d’estradiol permettraient de confirmer I’effet de DspA/E
sur
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Figure 41:Hypotheses concernant la toxicité de DspA/E

(A): Hypothése selon laquelle DsSpA/E inhiberait tadtiction conduisant a ’arrét des processus
cellulaires comme la croissance résultant au final a la mort cellulaire.

(B): Hypothése selon laquelle DspA/E induirait directement la mort cellulairguceurait pour
conséquence un arrét de la croissance et de la traduction.
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I’activité de la glycolate oxydase et par la méme occasion de vérifier si cette activité est dose-
dépendante.

6. Discussion

Quel est le lien de corrélation entre I’inhibition de la croissance racinaire, de ’arrét de la
traduction et I’induction de la mort cellulaire par DSpA/E ?

Nos résultats montrent que dans les suppresdespa/E n’inhibe plus la croissance
racinaire et la traduction. Seulement, la toxicité de DspA/E passe-t-elle par un arrét de la
traduction qui conduit a I’arrét des processus cellulaires et donc a un blocage de la croissance
racinaire et conduit a la mort cellulaire ? Ou inversementeegte 1’inhibition, de la croissance
racinaireet de I’arrét de la traduction sont-elles des conséquences de la mort cellulaire ? (Figure
41).

Plusieurs éléments nous suggerent que la mort cellulaire serait plutdt une conséquence de
I’arrét de la traduction. En effet, il a été observé quBeffecteur DspA/E a une localisation
nucléaire che?. thaliana(Degrave et al., 2013]1 a également été montré que 1’effecteur
DspA/E réprime la synthese protéique dans les plantes transgéniques exprimant DspA/E
(Degrave et al., 2013). De pluss premiers signes de fuites d’électrolytes sont détectés 1 heure
post-inoculation, la répression de la traduction est précoce (entre 3 et 6 heures) et les symptémes
sont observés 24 heures post-inoculation. Ces résultats sont cohérentbymathése selon
lagquelle la mort cellulaire et les défenses associées a la toxicité de DspA/E sont une conséquence
de l’inhibition de la traduction (Degrave et al., 2013). Ceci est de plus cohérent avec
I’identification d’interacteurs potentiels de DspA/E impliqués dans la traduction chez la levure
(Siamer, 2013)Ainsi I’inhibition de la croissance racinaire Serat une conséquence de 1’ inhibition
de la traduction.

Afin d’avancer dans notre compréhension, il serait nécessaire d’identifier d’une part les
cibles de DspA/E et d’autre part les mécanismes permettant & DspA/E de déclencher la mort
cellulaire.Pour identifier les mécanismes permettant 8 DspA/E d’induire la mort cellulaire, un
criblage a été reéalisé. Cette premiére stratégie est celle qui est présenté dans le chapitre 2 de ce
manuscritqui a permis d’identifier la glycolate oxydase 2 impliquée dans la toxicité de DspA/E.
Pour identifier les cibles directes de DspA/E, un crible double hybride a été réalisé. Ce crible
double hybride até effectué a 1’aide du domaine double beta-propellerde DSpA/E sur une
banque d’ADNCc de plantules d’A.thalianapar la société Hybrigenics. Ce domaine pourrait étre
impliqué dans’interaction protéine-protéine comme il a été démontré pour le domaiapeller
de la protéine brat chez la drosophile qui présente de fortes similarités avec le dmtaine
propellerde DspA/E (Siamer et al., 2013). Les résultats de ce crible ont conduit a identifier 3
interacteurs potentiels dont les scores d’interactions étaient cependant faibles. Malgré cela,
I’interaction in plantade DspA/E n’était pas impossible avec ces interacteurs potentiels et les
études ont été poursuivies sur deux de ces candidaig,mutant d’insertion n’était disponible
pour le troisieme candidat (un facteur de transcription de type TCP) dans les banquestde mutan
Le premier candidat code une sous-unité du signalosome COP9 nommé CSNb5a (COP9
SigNalosome 5a). L’analyse des symptomes chez le mutant d’insertion de ce géne montre que E.
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amylovoraprovoque moins de nécrose que les plantes de génotype sauvage. Des analyses
paralléles du mutant d’insertion de ce gene, ont montré que certaines réactions de défenses sont
pré-induites dans ce mutant commee formes actives de 1’oxygéne (H2O,) et des genes
marqueurs des voies SA et JA. Ce qui ne nous permet pas de conclure quant a la capacité de la
bactérie a provoquer une nécrose chez ce mutant. Il est possible queltatrdes symptdomes

dans ce mutant soit due aux défenses qui agissent sur la bactérie empéchant ainsi une éventuelle
multiplication (Fagard, 2010FEn 2008, Yahalom et al, ont montré que COP9 s’associe avec le

facteur d’initiation de la traduction elF3, et qu'un excés d’accumulation d’elF3 conduit a
I’inhibition de la traduction. Les auteurs conclueqie 1’interaction entre COP9 et elF3 permet a

COP9 de réguler la quantité de eti€8essaire au développement normal d’A. thaliana(Yahalom

et al., 2007)Par cette étude, on peut se poser la question du role de DspA/E sur I’interaction avec

COP9. 1l est alors possible que I’interaction entre DsSpA/E et COP9 conduise a une dérégulation

de la quantité¢ de elF3 expliquant ainsi I’inhibition de la traduction par DspA/E. Il serait

intéressant de mesurer la quantité d’eIF3 dans des plantes infectées par E. amylovoraet dans la

lignée 13-1-2 exprimant DspA/E.

Le dernier candidat issu du crible double hybride est une histone déméthylase putative a
domaine Jumonji (AtIMJ24)’¢étude du mutant d’insertion du géne codant cette histone
déméthylase putative a fait I’objet de mon stage de master 2. Cependant, les analyses du mutant
d’insertion de ce géne n’ont pas permis de montrer de nettes différences en terme de nécrose et de
multiplication bactérienne. De plus, les analyses de la F2 issue du croisement entre le mutant
d’insertion d’AtIMJ24 et de la lignée 13-D-ont montré que ce géne n’est pas impliqué dans la
toxicité induite par DsSpA/E puisque la ségrégation observée ne correspond pas a la ségrégation
attendue dans le cas ou la mutatikijmj24 aurait un effet sur la toxicité de DspA/E (résultats
non présentés)l’Annexe 4présente la ségrégation théorique en fonction de I’effet d’une
mutation sur la toxicité de DspA/El.’ensemble de ces résultats nous ont poussés a ne pas
poursuivre les études sur ces candidats interacteurs potentiels. Cependant, le crible double
hybride n’est pas un systéme infaillible quant a I’identification d’interacteurs. En effet, il est
possible que le domaimeta-propellerans la levure n’ait pas pris la bonne conformation et ne
peut donc pas interagir avec ses interacteurs potentiels. Il est également possible que ce domaine
seul ne suffise pas pour les interactions protéine-protéine. Tristan Boureau a effectué des
recherches de structures secondaires dans DspA/E (Bourreau, 2006) et il a identifié un domaine
NORS (NOn-Regular Secondary Structure) impliqué dans les interactions protdéieep(Liu
and Rost, 2003). Ce domaine est situé dans la partie N-terminale de DSpA/E et est accolé au
domainebeta-propellerll est possible que le domaine NORS soit également important pour les
interactions entre DspA/E et les protéines d’A. thaliang ce qui expliquerait le faible nombre de
candidats trouvés en double hybride.

Au cours de sa these Sabrina Siamer a travaillé sur une protéine de fusion GST-DspA/E
stable lui permettant de mettre en place des expériences de pull-down. Ainsi, en passant des
extraits de levures sur une colonne glutathion fixant la protéine de fusion GST-D$§pA/E,
interacteurs potentiels ont été identifiés. Ces 6 interacteurs potentiels sont impliqués dans la
traduction (Siamer, 2013)es résultats renforcent I’hypothése que DspA/E interagirait avec des
éléments de la machinerie traductionnelle chez la planpermettant ainsi d’étre toxique. Il
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serait intéressant de vérifier si des orthologues ghelzalianade ces interacteurs potentiels
existent.Ainsi, les mutants d’insertion pourront étre récupéreés et croisés avec la lignée 13-1-2
afin de voir si les mutations ont un effet sur la toxicité de DspA/E. |l serait également intéressant
d’utiliser la protéine fusion GST-DspA/E et de faire passer des extraits de plantes sur colonnes
afin d’identifier des candidats potentiels qui seraient présents chez A. thalianamais pas chez la

levure. Enfin, il serait intéressant de regarder si des marqueurs de la traduction sont affectés chez
A. thalianaen réponse &. amylovoraet dans la lignée 13-1-2 exprimant DspA/E.

Pourquoi le géne AT5G08450 serait-il un bon candidat pour le suppresseur 1-40-1 ?

Le criblage de la populatiale mutants suppresseurs issus de la mutagénése a ’EMS de la
lignée 13-12 exprimant DspA/E a permis d’isoler 4 mutants suppresseurs dont trois sont
alléliques et un représentant un groupe de complémentation a Iui4el)( Nos analyses de
séquences pour le suppresdedid-1 nous ont permis d’identifier un pic de SNPs qui contient
plusieurs SNPs présent dans 100% des courtes séquences. Un seul SNP présent a 100% dans les
courtes séguences, correspond a un gene exprimé et a une mutation non-synonyme. Ce SNP
produit un codon stop prématuré dans le gene AT5G08450 qui code une histone déacétylase
appelée HDC1Selon nos données de transcriptome de feuilles d’A. thalianainfectées pakE.
amylovora,ce géene est exprimé. Au contraire, le géne AT5G07610 pour lequel 100% de SNPs
ont également été observés, n’est pas exprimé selon nos données de transcriptome et la mutation
affectant sa séquence est synonyme (Figurd-85ene AT5G08450 est donc le candidat le plus
intéressant et ce indépendamment de sa fonction.

L’histone déacétylase codée par AT5G08450 (HDC1) interagit physiquement avec deux
autres déacétylases HDAG6 et HDA19 qui déacétylaistone H3 afin de permettre I’expression
de certains genes (Perrella et al., 2013). HDC1 est impliqué dans la sensibilité des graines a
I’ABA. En effet, le mutant hdc1-1germe beaucoup moins bien que le sauvage quand il est sem
sur ABA. Les auteurs montrent dans leurs étude que la protéine HDC1 interagiCA@ et
HDA19 ce qui permet de promouvoir la déacétylattonl’atténuer la répression de génes
permettant la germination. Ceci expliquerait pourquoi la germination est plus inhibée dans le
mutanthdcl-1sur ABA que dans le contréle. Ces résultats sont intéressants par rapport au
phénotype observé pour le suppressed-1.En effet, ce suppresseur présente un phénotype de
germination équivalent a la lignée 13-1-2 sur M&dk sucrose. Par contre, lorsqu’il est semé
sur estradiol, il est capable de germer jusqu’a une concentration de 100 nM et ne germe plus au-
dela de cette concentration. Ceci suggére que I’effet toxique de DspA/E n’est pas completement
supprimé chez ce suppresseur. Une hypothése possible, est que &sptatit localisé au noyau
interagirait avec la protéine HDC1. Cette interaction, fixerait le complexe déacétylases
HDC1/HDA6/HDA19 sur I’histone H3 favorisant ainsi la répression des génes permettant
d’activer la germination. Ainsi DSpA/E inhiberait la germination de maniére indépendante de
I’inhibition de la traductionAfin de confirmer I’hypothése d’inhibition de la germination par
DspA/E via la déacétylation déIDCl, il serait intéressant d’étudier la descendance du
croisement entre le mutamic1-1et la lignée 13-1-2. Il serait également intéressant de tester des
marqueurs de la germinatidiin de confirmer I’interaction entre DspA/E et HDC1 un pull down

147



Chapitre Il

pourrait étre effectué sur la fusion GST-DspA/E et une protéine de fusion His-HDC1. Une fagon
de vérifier si DSpA/E se fixe sur le complexe EDHDA6/HDA19 serait d’effectuer une
expérience de ChIP-gPCR dans la lignée 13xle@1’anticorps reconnaissant spécifiquement la

forme déacétylée par le compbeHDC1/HDA6/HDA19 de I’histone H3.

Quel est le lien entre ’augmentation de croissance bactérienne et les différentes
réponses de défenses dans le mutant gox2-2 ?

Nos analyses des suppresséir8-1 etll-36-1 nous ont permis d’identifier la glycolate
oxydase 2 comme étant un suppresseur de la toxicité induite par DspA/& theliana.Ces
résultats ont été confirmés grace au croisement entre la lignée 13-1-2 exprimant DSpA/E et le
mutantgox2-2.Afin de comprendre le rble de la glycolate oxydasa 2oars de I’interaction
entreA. thalianaet E. amylovoranous avons décidé d’étudier le phénotype du mutant gox2-2
infecté parE. amylovora.

Nos résultats montrent que le mutgok2-2présente moinde fuite d’électrolytes en
réponse a I’infection par la bactérie et la bactérie se multiplie mieux dans ce mutant. Ces sésultat
suggerent que le ge@O X2contribue a la mise en place de la mort cellulaire sh#zalianaen
réponse &. amylovoraCes résultats sont en accord avec les résultats présant€stude de
Rojas et al., 2012 ou les auteurs montrent que le mg@®-2 présente moins de fuite
d’¢lectrolytes et plus de croissance bactérienne en réponse a P. syringagov. tabaci.Ceci indique
que le mutangox2-2est plus susceptible aux agents pathogenes nonodéesylovoraet P.
syringaepv. tabaci.Dans leur étude, les auteurs affirment que le mggax2-2est affecté dans
sa capacité a déclencher HR lorsqu’il est inoculé avec P. syringaepv. tabaci Dans le cas de
I’interaction entré\. thalianaetE. amylovorail n’est pas possible de dire si la mort correspond a
une HR. Ceci est discuté dans la conclusion générale.

Nous avons par la suite étudié différentes défenses dans le gaxaren réponse &.
amylovoraNous avons étudié par exemple plusieurs marqueurs de voies de défenses telle que la
voie EDS1 dont le niveau basal d’expression du géne est fort dans le fond mutant gox2-2 C’est
aussi le cas pour la voie JA dont I’expression du marqueuCHI-B est diminuée dans le mutant
gox2-2 inoculé parE. amylovora.C’est aussi le cas de la voie de la SAR dont le niveau
d’expression du marqueur FMO est augmenté dans le ngabe2y2en réponse B. amylovora
Par contre la voie SA ne semble pas affectée par la mugatk@puisque le nieau d’expression
du géne marqueur PR1 n’est pas affectée dans le mutant gox2-2.Cependant, d’autres marqueurs
sont susceptibles d’étre testés afin de confirmer la modulation de ces voies dans le fond mutant.

Nos résultats de DAB montrent au niveau macroscopique que le rgotéhiRaccumule de

I’H,0, de fagon équivalente a Col-0 (Figure 39). Dans la seconde partie de mes travaux, je me
suis intéressé en détail de I’accumulation de I’H,O, dans le mutargox2-2.Enfin, nos résultats
montrent que le dépobt de callose est plus important dans le ngate2#2 que dans Col-0
inoculés ave&. amylovoral’ensemble de ces résultats indique que le gene GOX2est impliqué

dans les réponses de défenses au cours de I’interaction entreA. thalianaet E. amylovora.
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La glycolate oxydase est une enzyme qui oxyde le glycolafig@xylate produisant ainsi
de I’H,0,_ Cette forme active de 1’oxygene a été décrite comme étant un messager secondaire
dans la mise en place des défenses (Rojas and Mysore, 2012). Ainsi, une hypothése pouvant
expliquer le role de la glycakaoxydase 2 au cours de I’interaction entre A. thalianaet E.
amylovoraserait que cette enzyme produirait de I’ HoO, qui servirait de messager secondaire pour
déclencher les défenses empéchant ainsi la bactérie de proliférer.

Dans leur étude, Rojasadt, 2012 n’ont pas étudié 1’expression de marqueurs de défenses
dans le mutangox2-2.1ls ont cependant observé une diminution de 1’expression du géne
marqueulPR1dans les mutantgox3ethaox2en réponse au pathogéne non-adBp&yringae
pv.tabacimais aucune différence pour le gene marg&&81.Ces résultats suggerent que les
voies de défenses misent en place dans le cas de la résistahéearcours de 1’interaction
entreA. thalianaetE. amylovorasont différentes de celles misent en mises en place en réponse a
P. syringaepv.tabaci.Il serait intéressant de vérifier ’expression des génes de défenses chez les
autres mutants de glycolate oxydase en répoBsadylovorales auteurs ont ensuite montré
gue le mutangox2-2inoculé avec le pathogéne non-addptéyringaepv. tabaciprésente une
diminution d’H,O, mais une production de cette FAO est toujours constatée. Ces résultats sont
cohérents avec le défaut d’accumulation d’H,O, observé au niveade I’apoplaste dans le
suppresseul -36-1 (cf. chapitre 3Figure 48) bien que I’accumulation observée au niveau
macroscopique dans le mutgoix2-2inoculé paiE. amylovorane présente pas de différence par
rapport au sauvage COI-Enfin, Rojas et al., 2012 ont montré que le dép6t de callose dans le
mutantgox2-2en réponse B. syringaev. tabaciest fortement diminué. Nos résultats montrent
au contraire que ce dép6t de callose est plus important dans le gux2v&Précédemment, il a
été montré que DspA/E réprime la synthése de callog@sunier et lorsqu’elle est induite par
les PAMPs deP. syringaepv. tomatochezA. thaliana(DebRoy et al., 2004; Degrave et al.,
2013) Nos résultats montrent que 1’activité glycolate oxydase 2 est dépendante de DspA/E. Il est
possible que la répression de la synthése de callose et que la forte accumulation observée dans le
mutantgox2-2soit due a I’activation de la glycolate oxydase 2 par DspA/E directement pendant
I’infection. 1l serait intéressant de tester la formation des points de callose dans les suppresseurs
induits afin de vérifier si une accumulation plus importante est constatée. Il serait également
intéressant de vérifier la déposition de callose dans un double mox&a2/pmr4géne codant
une callose synthase) afin de voir si la déposition de callose est dépendante@0@X2ne

Nos résultats sur les réactions de défenses observés chez leggax@anihoculé avet.
amylovorasont différents de ceux observés pour le pathogéne non-&lagténgagv. tabaci
dans les mutants des genes codant les glycolate oxydases. Dans lesgoxiagtsx3, haoxat
haox2 un défaut en termes de productidf,O; est constaté. Il serait intéressant d’étudier la
croissance d’E. amylovoradans ces mutants ainsi que les différentes réactions de défenses. Une
redondance fonctionnelle des géi@SX dans le cas de I’interaction entre A. thalianaet E.
amylovoran’est pas a exclure. Un cas de redondance fonctionnelle a par exemple été constaté
chezA. thalianaen réponse R. syringaeportant le géne d’avirulence AvriRPT2 En effet, les
défenses au cours de cette interaction impliquent la voie EDS1 et la voie SA. Si les deux voies
sont mutées, la bactérie peut se multiplier de nouweplanta(Venugopal et al., 2009)) est
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€glement possible qu’un effet additif des gene$sOXexiste che. thalianaen réponse &.
amylovoracomme il a été constaté par Rojas et al., &/eyringae.
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Figure 42: DspA/E réprime I’accumulation d’H,0, intracellulaire chez A.
thaliana

(A): Des feuilles de 1’écotype Col-0 &gées de 5 semaines ont été infiltrées sur le demi-droit a I’eau

ou inoculées avec la souche sauvage d’E. amylovorgEa), le mutant du systeme de sécrétion de type 3

(sst) ou le mutant de DspA/EI§pA/B.

(B): Des feuilles des lignées GFP et 13-1-2 agées de 5 semaines diitrégsisur le demi-limbe droit a

I’eau ou a I’estradiol 5 uM ou inoculées avec la souche sauvage d’E. amylovoraEa).

Les feuilles ont été prélevées 16 heures post-inoculation et infiltrées sous-vide REEHIDA. Les
observations sont faites sous une loupe binoculaire avec filtre GFP. Les astéridgyemnt une
différence significative par rapport au contrdle Eau pour p<0,05 selon le test de Mann et Whitney sur 9

feuilles par conditions pour trois répétitions biologiques.

152



Chapitre 11l

Chapitre 11l : ROle du stress oxydant pendant I’infection

l. Introduction

L’une des réponses précoces en cas d’attaque des plantes par un agent pathogene est la
production de FAOs (Lamb and Dixon, 199Dns le cas d’agents pathogenes biotrophes la
production de FAOsst souvent associée a de la défense. C’est le cas par exemple de P. syringae
pv. tomato,qui déclenche la production précoce de FAOs permettant de déclencher la HR sur
tomate (Torres et al., 2006). Cependant, en réponse a un agent pathogéene nécrotrophe, la
production de FAO8&’est pas toujours associée a de la défense. Il a étédémontré pur 1’agent
pathogéne nécrotrophiz dadantii,qu’un fort burst oxydatif est produit pendant 1’interaction
avecA. thalianaet que ce burst contribue a la défense de la plante (Fagard et al., 2007). En
revanche, le pathogéne nécrotrogheinereainduit la production d’H202 qui est corrélée a la
maladie che?A. thaliana(VAN Baarlen et al., 2007). De méme que la production de cette méme
FAO chezN. benthamanianfecté avedB. cinereacontribue au développement de Iésions
nécrotique (Asai et al., 2010).

La production de FAOs’est pas uniquement une réponse de défense face a un agent
pathogene. En effetads le cas d’une symbiose entreM. truncatulaetS. melilotia production de
FAOsmesurée a I’aide du DCFH-DA est plus forte et plus longue que pendant une interaction
avec des agents pathogénes ou en interaction non-hote (Peleg-Grossman et al., 2012). Ces
résultats indiquent que les FA®@st un rdle différent selon le type d’interaction avec des
microorganismes. Ceci montre le réle complexe des FAQ@surs d’une interaction.

Sur plante héte, la bactéiile amylovorainduit la formation d’ions superoxyde via son
SSTT et est également capable de résister a des concenitdtigDs 10 fois supérieures a la
bactérieP. syringaepv. tomato in vitro.(Venisse et al., 2003). De plus, la bactérie induit
l’activité d’enzymes de détoxication des FAOslors qu’un mutant du SSTT et de DspA/E
n’induisent pas cette activité. Les auteurs fonithypothése que sur pommier le stress oxydant
produit par la bactérie Ilui permettrait de provoquer la mort des cellules végétales afin de
provoquer la maladie pour probablement acquérir des nutriments (Venisse et al., 2003). Etant
donné que la bactérie. amylovoraest considérée comme une bactérie nécrotrophe et que la
production de FAOs en réponse aux agents pathogénes nécrotrophes peut étre associée a de la
défense ou de la maladie, la question se pose de savoir quel est le rdle de ce stress oxydant dans
I’interaction et quel est le role de DspA/E sur I’accumulation des FAOs.

CheZzA. thaliana, E. amylovorenduit une accumulation de FAOSs intracellulaire dtgtes
en DCFHDA. Cette induction est dépendante d'un systeme de sécrétion de type 3 fonctionnel
(Degrave et al., 2008). Le role teffecteur DSpA/E vis-avis du stress oxydant n’est pas clair
sur plante-hote puisque DspA/E est décrit comme étant un indd&tetymes de détoxification
de FAOs sur pommier (Venisse et al., 2003) alors que nos résultats préliminaires indiquent que
DspA/E contribue a la réduction de FA@sacellulaire cheA. thaliana(Figure42A) puisqu’un
mutant bactériemspA/Einduit plus de stress oxydant par rapport a la souche bactérienne
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Figure 43 Accumulation des FAOs HO, et O,” pendant I’infection avec E.
amylovora

(A): Des feuilles de plantes agées de 5 semaines ont étéénfa 1’eau ou inoculées avec la souche
sauvage d’E. amylovorg(Ea). Les feuilles ont été prélevées 2 heures post-inoculation et infiltrées sous-
vide avec le DAB. Les feuilles ont ensuite été décolorées 16 heures posgiinocules photos sont
prises sur une plaque lumineuse. Les pourcentages représentent la part de feuilles marquées.

(B): Des feuilles marquées au DAB et au NBT ont été observées au micrpeotg@que au niveau de
différentes couches de tissus. Barres d’échelle: 50uM. (Cp): Chloroplaste. Observations effectuées pour 3
répétitions biologiques.
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sauvage. Ces résultats ont d’ailleurs été confirmés avec la lignée transgénique 13-1-2 exprimant

DspA/E (Figure 42B). Nous nous sommes intéressés a la nature et au réle du stress oxydant au
cours de I’interaction entre A. thalianaetE. amylovoraetau role de DSpA/E sur la production du

stress oxydant.

Il. Résultats

1. Phénotype d’accumulation des FAOs cheZA. thalianaen réponse &. amylovora

Nous avons montré précédemment que la badiEramylovorainduit I’accumulation de
FAOs intracellulaires détectées en DCBIA-chezA. thaliana(Degrave et al., 2008) (Figu4e)
Cependant, ce compose est internalisé dans la cellule et est désestérifié en DCF qar liai est
suite oxydépar I’H202 et par les espéces nitrosylées comme les ions peroxynitrites (PAIOO
DCF fluorescent. Certaines enzymes du stress oxydant ne sontgdasds a I’intérieur de la
cellule végeétale, c’est le cas de la NADPH oxydase qui est située sur la membrane plasmique du
coté de I’apoplaste permet I’oxydation du dioxygéne en ions superoxyde (Mahalingam and
Fedoroff, 2003)C’est pour ces raisons que nous avons utilisé d’autres composés afin d’étudier la
production de FAOs en réponskE.acamylovoraNous avons utilisé le Diaminobenzidine (DAB)
et le Nitrobluetetrazolium (NBT) qui détectent respectivement 1’H,O, et I’O;,” intra et
extracellulaire.

Une large proportion (84%) de feuilles infectéeshamylovorgrésente une accumulation
de précipité brumui révéle la présence de 1’H,O, alors que seules 18% des feuilles infiltrées a
I’eau montrent une trés 1égere accumulation de précipité brun qui n’atteint jamaisl’intensité des
feuilles infectées avec la bactérie (FiguréA\3 3 observation au microscope de ces feuilles
montreque le précipité brun s’accumule dans les parenchymes palissadique et lacuneux, dans des
groupes de cellules et a la périphérie des cellilegveau de I’apoplaste. Dans les cellules,
certaines structures rondes sont marqueées. La taille et le nombre de ces structures suggére que le
DAB s’accumule dans les chloroplastes (Cp). Ces résultats indiquent que la FAQOR
s’accumule au cours de I’infection et ce dans plusieurs couches et compartiments cellulaires.

Concernant le marquage au NBT, nous n’avons pas pu observer de marquage au niveau
macroscopique. De ce fait, nous avons obsg&i&helle microscopique que dans les feuilles
infectées paE. amylovorale marquage était présent. Ce marquage apparait dans les cellules du
parenchyme palissadique et de fagon équivalente au BABT s’accumule dans le méme type
de structures rondes suggérant ainsilgd¥BT s’accumule dans les chloroplastes. Ces résultats
indiquent que les ions superoxygdeccumulent au cours de I’infection entreA. thalianaet E.
amylovoraet ce probablement uniquement dans les chloroplastes.

Suite a nos observations, nous avons analysé dans nos données de transcriptome de plantes
inoculées aveckE. amylovora sauvage, la modulation de génes qui ont été décrits
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Figure 44. Le géeneAtrbohD est requis pour la production de la FAO HO,
mais pas I’0O;" et il limite ’intensité des symptomes

(A, B et O: Des feuilles de I’écotype Col-0 agées de 5 semaines ont été inoculées avec la souche sauvage
d’E. amylovoraRésultats effectués sur 9 feuilles pour 3 répétitions biologiques.

(A): Les feuilles ont été prélevées 2 heures post-inoculation pour étre@sféinéDAB, 16 heures pour le
DCFH-DA. Les observations sont faites sous une loupe binoculaire avec filtre GHE pQ@kHDA.

(B): Les feuilles ont été infiltrées au NBT 16 heures post-inoculation. Les abses/sont faites au
microscope photoniqudarre d’échelle: S0pM.

(C): Les symptomes ont été relevés 5 jours post-inocul@tiéehelle des symptdmes est comprise entre O

et3, 0 étant aucun symptdéme et 3 étant une nécrose compléte de la feuille (cf. Degrave et al., 2008).
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précédemment comme modulés paf,0, et1’O,” (Tosti et al., 2006). Parmi les 44 genes
modulés, 31 sont induits p&r amylovorab des 1lgénes réprimés par 1’0, et/ou 1’H,O, sont
réprimés par la bactérie. Les génes AT5G53120 et AT2G25000 qui codent respectivement la
spermidine synthase et le facteur de transcription WRKY60 sont induits Siitie@ibn par la

bactérie mais réprimeés suite au traitement par les FAOs (AnndxXersemble de ces résultats

montre que différentes FAG%ccumulent au cours de I’infection et que le stress oxydant est
largenent impliqué au cours de I’interaction. Ces résultats suggérent que la réponse
transcriptionnelle d’A. thalianad E. amylovoracorrespond a une réponse d’induction du stress

oxydant.

2. Role du geneAtrbohD au cours de ’interaction entre E. amylovoraet A. thaliana

Le géneAtrbohDd’A. thalianacode une NADPH oxydase qui est impliquée dans la synthese
d’espéces réactives de I’oxygéne. Ce géne est nécessaire pour I’accumulation de FAOs pendant
I’infection avec des pathogénes virulents commeB. cinerea(Galletti et al., 2008) oD. dadantii
(Fagard et al., 2007Ce géne est également nécesgaite 1’accumulation de FAOs pendant
I’interaction entre A. thalianaet un agent pathogene avirulent (Torres et al., 2005; Marino et al.,
2012). En 2012, Rojas at, ont montré que la NADPH oxydasé&bohDet la glycolate oxydase
fonctionnent indépendamment au cours de I’interaction entre le pathogéne non-adaptd®. syringae
pv.tabacietA. thalianaet contribueraient tous les deux a la production de FA®Bactérie.
amylovoraétant un pathogene non-adapfé\. thalianainduisant des FAOs au cours de
I’interaction et la glycolate oxydase étant impliquée au cours de I’interaction, NOUS NOUS SOMMeS
interrogés sur le réle de la NADPH oxydagebohD au cours de I’interaction.

Nous avons inoculées plantes d’A. thalianade 1’écotype Col-0 sauvage ou mutées dans le
géeneAtrbohD.Nous avons étudié les différentes FAOs accumulées chez ce mutant. Enfin, nous
avons étudiées symptémes chez mutant infecté. Les premiers tests de mise en évidence des
FAOs ont été effectués avec du DCBA- (Fagard, Patrit, non-publié). La Figure 44A montre
que le mutanatrbohDn’accumule plus d’H202 intracellulaire lorsqu’il est infecté par la souche
sauvage (E. amylovoracontrairement a Col-0. Ces résultats sont confirmés paskseffectués
avec le DAB (Figure 44). En effet, le mutardtrbohDne présente pas de formation de précipité
brun traduisant une accumulation d’H202 intracellulaire lorsqu’il est infecté avec la souche
bactérienne sauvage contrairement a Col-0. Ces résultats montrent que Adrgéhb est
impliqué dans I’accumulation de I’H202 au cours de I’interaction entre E. amylovoraet A.
thaliana. Nous avons également analysé 1’accumulation des ions superoxyde chez le mutant
atrbohD (Figure 44B). Le mutaratrbohD, lorsqu’il est infecté avec la souche sauvage d’E.
amylovora accumule les ions superoxyde au méme titre que Col-0 infectEs@at montre que
le géneAtrbohD n’est pas requis pour I’accumulation des ions superoxyde en réponse &.
amylovora Les analyses de symptdmes présentées en Figure 44C montrent que le mutant
atrbohDprésente plus de symptomes que le contréle Col-0. Ces observations ont été confirmées
en utilisant un inhibiteur des NAPDPH oxydases, le Diphénylene iodanastra-dire que plus
de symptémes sont observés en présence de cet inhibiteur (Résultats non présentés).
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Figure 45: La catalase limite la croissance d’E. amylovora in planta

(A, B, O: Des feuilles de 1’écotype Col-0 &gées de 5 semaines ont été inoculées avec la souche sauvage
d’E. amylovorgEa)avec ou sans catalag&sultats effectués sur 9 feuilles pour 2 répétitbiologiques.

(A): Les feuilles ont été prélevées 5 jours post-inoculation pour étre photographiées.

(B): Les feuilles ont été prélevées 24 heure pastulation et le nombre d’unité formant colonie ont été
comptées (UFC). astérisque indique une différence significative pour p<0.05 selon le test de Mann et
Whitney.

(C): Les feuilles ont été infiltrées sous-vide avec le DAB 2 hgastsinoculation et décolorées 16 heures
post-inoculation
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Ces résultats indiquent que le g&tdohDcontribue a la réduction des symptémes en réponse a
E. amylovorachezA. thaliana.L.’ensemble de ces résultats montrent que le géne AtrbohD est
nécessaire a I’accumulation d’H202 et a la réduction de symptdémes nécrotiques.

3. Le traitement a la catalase limite la croissance d’E. amylovora in planta

La souche sauvage d’E. amylovoranduit I’accumulation d’H202 (Figure 42et Figure 43)
cependant, le role de cette FAO au cours de I’interaction demeure inconnu. La question est de
savoir si la bactérie. amylovorautilise le stress oxydant a son avantage comme il a été proposé
sur plante hote (Venisse et al., 2Q@3) alors a I’inverse, si la bactérie provoque I’accumulation
de FAOs qui vont empécher sa multiplication et sa propagation. La catalase est unegeimzyme
clive I’H202en molécules de dioxygene et d’eau. Cette enzyme se retrouve chez un grand nombre
de bactéries Gram négatives, la catalaseplautrettant d’éliminer I’H202 environnant. En effet
il a été montré que la production de catalasePpayringaepv. tomatoest nécessaire a son
pouvoir pathogene (Jia et al., 2010; Guo et al., 2012) et le traitement a la catalase de cellules de
laituepar I’agent pathogéne incompatibRe syringagov. phaseolicolaupprime 1’H202 produit
de maniére locale au niveau desudedl adjacentes a la bactérie empéchant ainsi a 1’H202 de
jouer son role antimicrobien (Bestwick et al., 1997). Ces résultats montrent que la catalase a un
réle bénéfique pour ces bactéries.

Nous nous sommesterrogés sur ’effet de 1’utilisation de la catalase au cours d€interaction
entreE. amylovoreetA. thaliana.Pour cela, nous avons effectied expériences d’inoculation
de suspensions de la bactérie sauvage contenant de la catalase. Nous annmsetanes temps
vérifié si la catalase mélangée avec la suspension bactérienne avait un effet sur la croissance d’E.
amylovora. Pour cela, plusieurs suspensions bactériennes supplémentées avec différentes
concentrations en catalase ont été cultivées en milieu LB liquide pendtetr2d. Des dilutions
sériées ont été effectuées et déposées sur milieu LB. Les résultats montrent qu’aux temps 16
heures et 24 heures la catalase n’a pas d’effet sur la bactérie (Annexe §.

Dans un second temps, nous avons déteriéfiet de la catalasa planta Pour cela, nous

avons co-inoculée. amylovoraavec de la catalase puis nous avons mesuré la croissance
bactérienne a 24 heures post-inoculation et observé les symptdomes 5 jours post-inoculation.
Lorsque la plante est co-inoculée pammylovoreet |la catalase, il y a une nette diminution des
symptémes par rapport aux feuilles inoculées avec la bactérie seule (Figlr€d5ésultat
indique que la catalase limite la nécrose provoquék pamylovorasurA. thaliana.La Figure

45B indique que dans cette expérience la population bactérienne s’est maintenue dans la plante au

bout de 24 heures. Par contre lorsque la bactérie est co-inoculée avec de la catalase une
diminution de 1.5 log est observée. Ceci indique que la catalase limite la survie de laibactérie
planta.Nous avons vérifié si la quantité d’H202 était diminuée lorsque la plante est infectée avec

la bactérie et la catalase. La Figur&4bhontre qu’il n’y a pas de différences entre les plantes
infectées avec la souche bactérienne sauvage et les plaitiéectées avec la bactérie sauvage

et de la catalas&’ensemble de ces résultats indique que la catalase limite la multiplication et la
propagation d’E. amylovora in planta.e contenu en ¥D2 n’est pas diminué globalement, il est

toutefois possible qu’une diminution apoplastique se fasse en présence de la catalase.
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Figure 46: Analyse de la productiond’H,0, et d’O,’en réponse a un mutant
dspA/E

(A,B): Des feuilles de plantes agées de 5 semaines ont été infiltrées sur-lendendroit a 1’eau ou
inoculées avec la souche sauvdde amylovorgEa) ou la souche du mutant de DspAdEpA/B. Les
feuilles ont été observées par la suite au microscope photonigueaudte différentes couches de tissus.
Barresd’échelle: 50uM. (Cp): Chloroplaste. Observations effectuées pour 3 répétitions biologiques
(A): Les feuilles ont été prélevées 16 heures post-inoculation et infiltréesidewsrec le DAB 2 heures
post-inoculation.

(B): Les feuilles ont été infiltrées au NBT.
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4. Accumulation d’H,0; et d’O," en réponse au mutantspA/E

La souche sauvage d’E. amylovorainduit I’accumulation d’H>O; et d’O," au cours de
I’infection (Degrave et al., 2008). Afin de savoir si cette accumulation est dépendante de
I’effecteur DspA/E, des feuilles d’A. thalianaont été inoculées avec la souche mutante de
dspA/E.La Figure 46A montre que la souche mutantedsi@A/Eprovoque 1’accumulation
d’H,0O, dans des cellules isolées du parenchyme lacuneux et dans le parenchyme palissadique.
Cette accumulation est observée dans le méme type de structures rondes que la souche sauvage
Cependant, I’accumulation d’H,O, dans 1’apoplaste n’a pas été constatée contrairement a la
souche sauvage. Ces résultats montrent que la souche mutdspé\tenduit 1’accumulation
d’H»0, dans les mémes compartiments que la souche sauvage excepté pour 1’apoplaste.

Les observations concernant le marquage au NBT conduisent a la méme cortaruesifan,
le précipité bleu indiquant la présence d’ions superoxyde s’accumule dans les structures rondes
apparentées aux chloroplastes dans les cellules du parenchyme palissadiquéd§Big@es
résultats montrent que la souche mutantesjgd/Eaccumule 10" de la méme facon que la
souche sauvage.
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Figure 47: I’ H,0, s’accumule dans différents compartiments cellulaires

Des feuilles de plantes agées de 5 semaines ont été infilttéasou inoculées avec la souche sauvage

d’E. amylovorgEa) ou la souche mutante de DspAdEA/B. Des fragments de tissus ont été prélevés
24 heures post-inoculation et infiltrés sous-vide avec le chlorure de cérium. Les fsagengsgus sont
ensuite fixés au tétroxyde d’osmium, inclus en résine et coupés a I’ultramicrotome pour étre observé au
microscope électronique a transmission. (p): plaste; (m): mitochondriepaxysome; (V) : vacuole;
(): lacuneux; (b): bactérie.
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Les observations en microscopie photonique présentent une limite technique quant a
I’observation de la localisation précise des polymeéres brun ou bleu traduisant I’accumulation des
FAOs HO, et O,. Afin de passer ces limites techniques, nous avons décidé de réaliser un
marquage au chlorure de cérium qui permet de mettre etméwidaccumulation d’ H,O, par
formation d’un précipité noir observable en microscopie électronique a transmission. Ce
marquage a permis d’observer la compartimentation de 1’H,0, dans des feuilles d’A. thaliana
infectées aveE. amylovoraou un mutant ddspA/E.

Les feuilles infiltrées a 1’eau, ne présentent aucun marquage (Figure 47. Pour la souche
sauvage d’E. amylovora,un marquage au chlorure de cérium est observé et il se présente de
maniere diffuse dans les peroxysomes, les chloroplastes, le cytosol et trés légerement dans les
mitochondries. Des compartiments comme la vacuole et le noyau ne sont pas marqués au méme
titre que les tissus infiltrés a 1’eau. Les espaces intercellulaires sont fortement marqués au
chlorure de cérium. Des bactéries ont été de plus observées au sein du parenchyme lacuneux et le
plus souvent plaquées contre les parois des cellules. Ces bactéries sont d’ailleurs entourées d’une
épaisse couche de chlorure de cérium.

Comme attendu, unfarmation de précipités noirs traduisant 1’accumulation d’H,0, est
observée pour la souche mutante de DspA/E. Cette accumulation se retrouve dans les
chloroplastes, le cytosol, les peroxysomes et Iégérement dans les mitochondries mais a moindre
mesure comparé a la souche sauvage. De plus, les bactéries présentes dans le parenchyme
lacuneux ne sont pas entourées de précipités noirs et la paroi des cellules du parenchyme
lacuneux ne présente pas de marquage a I’instar de la souche sauvage. Ceci indique que le mutant
dspA/E,n’est plus capable d’induire ’accumulation d’H,O, apoplastique contrairement a la
souche sauvage. L’ensemble de ces résultats suggere que DsSpA/E serait un inducteur de
I’accumulation d’H,O, apoplastique (Figure 47).
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Figure 48: DspA/E induit ’accumulation d’ H,O, apoplastique

Des feuilles de plantes dgées de 5 semaines ont été infiltrées a 1’eau ou avec de 1’estradiol a SuM. Des
fragments de tissus ont été prélevés 24 heures post-inoculation et infiltrés sous-videchloeare de
cérium. Les fragments de tissus sont ensuite fixés au tétroxyde d’osmium, inclus en résine et coupés a
I’ultramicrotome pour étre observé au microscope électronique a transmission. (1): lacuneux.
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Ces résultats ont été confirmés par les observations en microscopie électronique a
transmission sur des fragments de feuilles traités au chlorure de cérium des lignées 7-2-1, 13-1-2
et du suppresselr36-1 (Figure 48). Un léger marquage traduit par la formation de grains noirs
est observé dans le contréle Eau pour la lignée 13-1-2 au nlwéaipoplaste qui n’est pas
observé pour la lignée 7-2-1 et le suppresHeB6-1. Le marquage est bien plus important a 5
UM pour la lignée 13-2- Ce marquage n’est pas observé pour la lignée 7-2-1 et le suppresseur
[1-36-1a la méme concentratioBeci confirme que DspA/E induit la formation de la FAGDH
au niveaule I’apoplaste et que sa toxicité pourrait étre liée a la présenideO, dans la paroi.
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Figure 49: La mutation atrbohD n’affecte pas la toxicité de DspA/E

(A): Des plantules de 6 jours ont été cultivées sur milieu MS 1% de suguis traitées ou noa
I’estradiol aux concentrations indiquées. La croissance racinaire est mesurée 24 heures sgmesndai
I’estradiol. 13-1-2= lignée DspA/E ; Lignée 19= 13-1-ZaubohD. Les astérisques représentent une
différence significatives pour p<0.05 selon le test de Mann et Whitney.

(B): Des feuilles de plantes dgées de 5 semaines ont été infiltré@s(@lau) avec de I’estradiol (SuM).

Les feuilles ont été prélevées 2 heures post-inoculation et infiltrées sousadde BAB. Les feuilles
ont ensuite été décolorées 16 heures post-inoculation. Les photos sont pusegpsague lumineuse et
passées en noir et blanc pour une meilleure visibilité.

(A, B): Les mémes résultats ont été obtenus pour 2 répétitions biologiques.
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5. Role du geneAtrbohD sur la toxicité de DspA/E

Nous avons observé précédemment que le frbehDest nécessaire pour I’accumulation
d’H»0; au cours de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovorgFigure 40). Cependant, son
réle vis-avis de I’effecteur DspA/E demeure inconnu. L’effet toxique de DspA/E passe-t-il par
une activation de la NADPH oxydase? Ou au contraire la produttidy®, via la NADPH
oxydase est-elle indépendante de DspA/E.

Afin de répondre a cette question, nous avons croisé la lignée 13-1-2 avec latriugaibt.
Des tests permettant de vérifier si la toxicité de DspA/E dans ce croisement était modifiée ont été
effectués.

Dans un premier temps, la sensibilité des F1 issues du croisement entre la lignée 13-1-2
portant DSpA/E et le mutaatrbohDsur estradiol a été vérifiée et confirmée sur 30 nM et 5 uM
(Résultats non présentés). La descendance F2 a ensuite été récupérée et génBypeafipar
d’identifier des individus double homozygotes pour DSpA/E et la mutatidsohD. Deux
lignées double homozygotes nommeées 9 et 19 ont été isolées (Jeoren Stellingwerf-Rapport de
stage). Un test d’élongation racinaire a été effectué sur ces deux lignées avec différentes
concentrations en estradetlun test en DAB a également été effectué. La Figure 49 présente les
résultats d’élongation racinaire et de DAB pour la lignée 19.

Sur la Figure 48, la lignée contrdle 7-2-1 portant la GFP ne présente aucune différence en
terme de croissance racinaire selon la concentration en estradiol ufilis#également le cas
pour le mutanatrbohD,sa croissance n’est pas affectée par 1’estradiol. La lignée controle 13-2-
portant DSpA/E, présente une diminution de la croissance racinaire des 10 nM. A partir de 30 nM
la croissance racinaire de cette méme lignée est completement inhibée, ainsi que pour les
concentrations plus élevée 100 nM et 5 uM. La lignée 19 présente exactement le méme
phénotype que la lignée 13-1-2, une diminution de la croissance des 10 nM et un arrét total de
croissance a partir de 30 nM. Ces résultats indiquent que la mwatiomD n’affecte pas la
toxicité de DspA/E sur la croissance racinaire.

Sur la Figure 48, la lignée contrble 7-2-1 portant la GFP ne présente aucune différence en
terme de formation de précipité brun aprés infiltration a I’eau et a I’estradiol. La lignée contréle
13-1-2 portant DspA/E, présente quant a elle une formation de précipité brun traduisant
I’accumulation d’H,O,a 5 uM. Le mutaratrbohDet la lignée 19 ne présente quant a eux aucune
formation de précipité brun. Ces résultats montrent que la NADPH oxydase est responsable de
I’accumulation d’H,0, induit par DspA/E.
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6. Discussion

Localisation des FAQOs

Nos résultats de DAB et de DCFH-DAntrent que la souche sauvage d’E. amylovoranduit
I’accumulation d’H,0O, apoplastique et intracellulaire cha&zthaliana Le chlorure de cérium
nous a permis de montrer quigd,0, intracellulaire s’accumule dans le cytoplasme, les
peroxysomes, les chloroplastes et les mitochondries (Figures 43, 44 et 47). De plus, la souche
sauvage d’E. amylovorainduit 1’accumulation d’ions superoxyde dans des structures qui
pourraient étre dasloroplastes. L’ensemble de ces résultats nous a donc permis de localiser les
FAOs cheZA. thalianaen réponse &. amylovora.

Importance de la NADPH oxydase

Nous avons montré que la source principale de production desaeA@ss de I’interaction
entreA. thalianaet E. amylovoraest la NADPH oxydase codée par le gaidohD.En effet,
I’accumulation d’H,O, intracellulaire et intercellulaire détectée grace au DCFH-DA et au DAB
chez Col0 ne I’est plus chez le mutaratrbohDinfecté palE. amylovorgFigure 44 et résultats
non présentés). La NADPH oxydase est donc reicea la formation d’H,O; intracellulaire
accumuléau cours de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovora

Enréponse a I’infection par E. amylovorales ions superoxyde sont induits chez le mutant
atrbohDcomme chez Col-0, dans des structures probablement chloroplastegieso6tre que
la NADPH oxydasen’est pas nécessaire a I’accumulation de ces ions dans ces structures
intracellulairesD’apres Foyer et Noctor, 201 %s sources de production d’ions superoxyde chez
les plantes se situeat niveau des photosystémes I et II. Cette source d’ions superoxyde est
notamment fortement induite en réponge ayringaevirulent (Grosskinsky et al., 2012) et leur
role au cours d’une interaction avec un pathogeéne avirulent serait de provoquer une HR (Apel and
Hirt, 2004) L’ensemble de ces études suggérent que les ions superoxyde induits dar
amylovoraauraient un réle positif dans la défense d’A. thaliana.

Des mesures de croissance d’E. amylovoraont été effectuées chez le mutatrbohD et
aucune différence’a pu étre mise en évidence entre Col-0 et le mutasitrbohD (Fagard-non
publié) Cependant, la bactérie amylovoraprovoque plus de symptdmes de nécrose chez le
mutantatrbohDcomparativement a Col-Qes résultats sont cohérents avec les études de Torres
etal., 2002, 2005 qui montrent que la NADPH oxydase joue un réle important dans le clentrol
la mort cellulaire. En effet, un double mutdi. thalianaatrbohD/Isdlinoculé soipar 1’agent
pathogene avirulem. syringaeDC3000 AvrRPML1 soipar I’agent pathogéne virulent B. cinerea
présente uneugmentation de I’étendue de la mort cellulaire. De plus, & simple mutantsdl
présente une augmentation de 1’étendue des symptomes dans le cas d’une HR, indiquant que
LSD1 est nécessaire au contrdle de la HR. Cette étendue de mort cellulaire amplifiée chez le
double mutantaitrbohD/Isd1est diminuée chez le double mutant complémenté avec le géne
AtrbohD. Les auteurs concluent que la NADPH oxydase contréle I’étendue de la mort cellulaire
grace aux FAOs générés par AtrbohD. Au regard de ces résultats et de nos résultadg, le réle
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NADPH oxydase au cours de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovoraserait de limiter la
propagation de la mort cellulaire provoquée par la bactérie grace a la génération de FAOs.

Réle de DspA/E dans la production d’H,0O; et d’0;"

Nous avons montré que le mutant bactémispA/E induit une accumulation d’H,O;
intracellulaire moins importante que la souche sauvage comme 1’atteste les résultats de DAB
(Figure 42). Les observations en microscopie électronique confirment ces résultats. En effet,
apres infection avec le mutant bactér@spA/E,la formation de précipités noirs traduisant
I’accumulation d’H,O, est observée, que ce soit au niveau du cytoplasme, des mitochondries, des
peroxysomes ou des chloroplastes comparativement a la souche s&Bvagglovora.

Nous avons confirmi réle de DspA/E dans I’induction de 1’accumulation d’H,O, par une
coloration au DAB, révélant la présence d’H,0,, chez une lignée transgénique 13-1-2 exprimant
DspA/E. De plus, I’analyse du croisement entre la lignée 13-1-2 exprimant DspA/E et le mutant
atrbohD indique que I’induction de I’accumulation d’H,O, induite par DSpA/E nécessita
NADPH oxydase.

Nos observations réalisées en DCFH-DA sont en apparente contradiction avec les
observations réalisées en DAB et chlorure de cérium. En effet, le marquage alDBGHH-
plus important apres infection avec le mutdepA/E Cependant, le DCFH-DA permet de
détecter non seulemeht,O, mais mais certaines especes nitrosylées telles que les ions
peroxynitrite (ONOOQO) (Crow, 1997; Curtin et al., 2002). Les différences de résultats observés
sont donc pas nécessairement incohérentes. Ces résultats pourraient suggérer donc que le stress
oxydant mesuré a I’aide du DCFH-DA sur plantes infectées par le mutdspA/E serait a la fois
une mise en évidence d’H»O, mais également d’espéces nitrosylées intracellulaires.

Les especes nitrosylées satles produites au cours de Uinteraction?

Les résultats d’analyse des FAOs produits che?. thalianaen réponse au mutadspA/E
suggeérent que des espéces nitrosylées pourraient étre accumulées au cours de I’infection. Il serait
donc important de vérifier au cours de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovorasi des
especes nitrosylées sont accumulées Afin de déterminer quelles especes nitrosylées pourraient
étres accumulées en réponse a la bactérie, il serait intéressant de co-ihamaldovoraavec
un chélateur du NO, le CPTIO, pul¥observer si une fluorescence est toujours détectée en
présence du DCFIA. Il est également possible d’utiliser une sonde autre que le DCFH-DA
pour quantifier directement le produit d’oxydation du NO (le N,O3) comme la
Diaminorhodamine-4M.

Les especes nitrosylées pourraient avoir un role majeur au cours de 1’interaction. Il a par
exemple été montré que le NO est produit de maniere significative en réponse a un tétlement
des PAMPs et a certains agents pathogénes (Lamotte et al., 2004; Melotto et al., 2006). De plus,
le NO joue un réle régulateur sur différentes composantes de la signalisation et est impliqué dans
la mise en place de la HR (Wimalasekera et al., 2011; Sun and Li, 2012). Dans le cas de
I’interaction entre A. thalianaetE. amylovorajl a été montré que le double mutdra. thaliana
de la nitrate réductaseié1nia? présente plus de symptémes que chez le sauvage Col-0 (Fagard,
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non publié). De plus, la quantité de NO chez ce double mutant est diminuée en réponse a
I’infection par P.syringagpv. maculicola empéchant ainsi la HR de se mettre en place (Modolo

et al., 2006). Ces résultats pourraient donc suggérer que le NO serait impliqué dans la défense
d’A. thalianasuite a I’infection parE. amylovoraAinsi, I’étude des espéces nitrosylées au cours

de I’interaction permettrait de mieux comprendre le role du stress oxydant.

Nous avons montrgue la catalase limite la croissance d’E. amylovoraceci étant corrélé avec
une diminution des symptémes (Figure 45). Ces résultats indiquent que la catalase limite la
multiplication de la bactérie dans la plante. Comanathlase permet la dissociation de I’H,0,
eneau et dioxygene, on pourrait doriateendrea une diminution de I’accumulation d’H20»
induite parE. amylovoradans les plantes co-infiltrées avec la catal@genos résultats ne
montrent pas de difféerence macroscopique entre des feuilles infectées par la bactérie et des
feuilles co-infiltrées avec la bactérie et la catalase. Il serait donc intéressant de ueérifier e
microscopie électronique si le stress oxydant au niveau des espaces intercellulaire est supprimé
par la catalase.

Nous avons également utilisé le DCFH-DA qui permet de visualiser la formation de FAOs
intracellulaires 16 heures post-inoculation. A notre grande surprise, la simple infiltration de la
catalase dans les feuilles provoque 1’apparition d’une fluorescence verte typique de 1’oxydation
du DCF (Annexe Y Le fait que la catalase provoque 1’apparition d’une fluorescence verte en
absence d’infection peut s’expliquer par son action dans les espaces intercellulaire. En effet, dans
ce compartiment, plusieurs enzymes impliquées dans la formation decbAfds1’H,O, et les
ions superoxydes ont été identifiées. C’est le cas de la NADPH oxydase, de plusieurs oxydases et
peroxydases (Foyer et al., 20003s enzymes peuvent utiliser I’oxygene issu de la dismutation
de ’H,0O; par la catalase. Ainsi I’augmentation de fluorescence verte observée en réponse a la
catalase s’expliquerait par I’utilisation de I’oxygene comme précurseur pour ces enzymes. C’est
le cas par exemple de la NADPH oxydase qui synthétise des ions superoxyde a partir de
I’oxygene. Cette accumulation d’ions superoxyde en réponse a la catalase modifierait ainsi la
balance redox de la cellule en faveur d’un état plus oxydant. De ce fait, la catalase provoquerait
indirectement’accumulation de FAOs provoquant ainsi la mise en place des défenses ce qui
aurait pour conséquence la limitation de la croissance de la bactérie.

170



Chapitre 11l

Dualité de DspA/E sur le stress oxydant ?

Nos résultats montrent que DspA/E semble réprimer le stress oxydant intracellulaire
puisqu’un mutant dspA/Einduit une plus forte accumulation de fluorescetitectée a 1’aide du
DCFH-DA (Figure 42. A I’heure actuelle nous ne sommes pas en mesure de dire s’il s’agit d’une
répressiond’H,0, de peroxynitriteu du NO directement. D’autant plus que la bactérie sauvage
induit également le stress oxydant (Figuree#Figure 43. Seule la mise en évidence et la
quantification des espéces nitrosylées nous permettront de répondre a cette question.

En revanche, les résultats de la Figure 48 nous conduisent a penser que DspA/E induirait une
partie du stress oxydant localeméixt effet, une accumulation d’H,O, apoplastique est induite
en réponse a la bactérie sauvage, ce que I’on n’observe plus en réponse a un mutant bactérien
dspA/E Ainsi le mutant bactériespA/En’est plus capable d’induire le stress oxydant
apoplastiqueCes résultats sont intéressants a la lumiére de 1’analyse de Foyer et Noctor (2009)
qui indiquent que ce n’est pas uniquement la quantité de FAOsS qui serait impliquée dans
I’initiation d’une réponse a un pathogéne mais aussi la localisation précise de la production.

Une accumulation d’H,O, détectée par le marquage au chlorure de cerium est toujours
observée en réponse a ce mutant bactérien (Figurk’4vigine de ce stress oxydant peut étre
expliquée par le fait que ce mutant bactérien possede toujours son systeme de sés@tin de t
par conséquent la bactérie peut toujours injecter certains effeateimns 1’effecteur HrpN qui
induit le stress oxydant sur poire (Venisse et al., 2003) etBules d’A. thaliana(Reboutier et
al., 2007a)L’origine de ce stress peut s’expliquer également par la présence des flagelles et de
I’amylovorane qui sont des PAMPs potentiels. Ceci est en accord avec les résultats publiés par
Degrave et al en 2008 montranfun mutant du systéme de sécrétion de type 3 induit toujours
un stress oxydant (Degrave et al., 2008).

L’ensemble de ces résultats suggere que DspA/E jouerait un double role dans 1’accumulation
du stress oxydaat: cours de I’interaction entre A. thalianaetE. amylovoraTout d’abord un role
d’inducteur local au niveau del’espace intercellulaire comme observé en microscopie
électronique, puis un réle de répresseur au niveau intracellulaire probablement en réprimant
I’accumulation d’espéces nitrosylées. Le fait que DSpA/E réprime les especes nitrosylées est une
hypothese intéressante. En effet, plusieurs études attestent que le NO est un messager important
dans la mise en place des réponses de défenses de la plante face a un agent pathogéne
(Delledonne et al., 1998; Shirasu and Schulze-Lefert, 2000; Romero-Puertas et ale20@4;
al., 2004; Grin et al., 2006; Hong et al., 2008). De plus, dans leur étude, Dellodonne et al.,
expliquent que Iéurstoxydatif provoquant 1’accumulation d’H,O; et d’ions superoxyde n’est
pas suffiant pour permettre I’induction d’une forte résistance. Les auteurs montrent également
que I’utilisation d’inhibiteurs de la synthése de NO permet de restaurer la croissancePde
syringaeAvrRPM1 chezA. thaliana Une étude de 2011 réalisée par Gaupels et al., 2011.,
montre que lesons peroxynitrites s’accumulent au cours de la HR dans I’interaction entre A.
thalianaet P. syringaepv. tomatoportant la protéine d’avirulence AvrB.
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Figure 50: Réle du stress oxydant et hypotheses du role de Dsji?gur le stress
oxydant au cours de ’interaction entre A. thaliana et E. amylovora

(2): La bactériee. amylovoraest détectée par la cellule végétakeses PAMPSs ce qui va induire une
signalisation conduisant a I’accumulation d’ions superoxyde chloroplastiques comme il a été observé avec
nos résultats de détection au NBT. Ces ions superoxyde couplés au Kepounduire la formation des
ions peroxynitrites détectés par le DCBA-

(2): La bactérie injecte son effecteur DspA/E dans la cellule végétele SSTT. DspA/E et le SSTT
provoquent I’activation de la NADPH oxydase qui synthétise des ions superoxydes qui se dissocient en
H,O, ou sont dissociés par des superoxyde dismutases de I’apoplaste. Une partie de des ions superoxyde
passe dans la cellule végétale et vont se coupler au NO (synthétisé gradetelagductase (NR) pour
former des ions peroxynitrites. L’autre partie va inhiber la progression de la mort des cellules adjacentes.
(3): Une fois DspA/E injecté dans la cellule végétale, I’effecteur réprimerait I’accumulation des ions
peroxynitrites.
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Cependantgs ions peroxynitrites ne tuent pas les cellules végétales contrairement aux cellules
animales suggérant ainsi que ces ions auraient un réle dans la signalisation conduisant a la HR
(Delledonne et al., 1998).

Enfin, de récents résultats montrent que la badirdenylovorase multiplie mieux sur
un milieu limité en azote (M. Farjad et M. Fagard communication personnelle) ce qui pourrait
limiter la disponibilité en NO dans les cellules. Le NO pourrait donc jouer un rdle important au
cours de 'linteraction entre A. thalianaet E. amylovoraet DspA/E pourrait avoir un role de
répresseur d’espéces nitrosylées comme les ions peroxynitrites. Il seiiattressant d’approfondir
I’étude de ces ions au cours de I’interaction en utilisant des capteurs el ces ions, ’urate ou le
Gamma-tocophérol (Desel et al., 2007). La FiguréaBide bilan des hypotheses sur le stress
oxydant au cours de I’interaction entreA. thalianaetE. amylovoraainsi que le role possible de
DspA/E sur ce stress oxydant.
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Figure 51: DspA/E ne réprime pas I’accumulation des acides gras a longue
chaine (LCBS)

Des plantules de 10 jours ont été induites a ’estradiol 5 uM ou non pendant 20 minutes et prélevées 24
heures aprées. Les LCBs totaux ont été extraits a partir de matériel lyophiliséponhe hydrolyse
basique et ont été analysés en HP(#2-1) : Lignée GFP ; (13-1-2) : Lignée DspA/E.

Auto fluorescence des Filtre RFP Filtre GFP supu-pu\.mm
chloroplastes

o . . . .
RFP-Perox
GFP-GOX2

Figure 52: La glycolate oxydase 2 est localisée dans les peroxysormieszA.
thaliana

Une lignée de protoplastes d’A. thalianatransforméele maniére stable avec une RFP (RFP-Perox) a été
transfectée a 1’aide d’un vecteur portant le géne de la glycolate oxydase 2 fusionné avec la GFP en N-
terminal. Barre d’échelle=30 uM.
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.  DspA/E n’a pas d’effet sur la voie des sphingolipides

L’effecteur DspA/E induit la mort cellulaire chez différentes espéces de plantes (Gaudriault et
al., 1997; Boureau et al., 2006; Degrave et al., 2008). Cet effecteur est également toxique pour la
levure (Siamer et al., 2011). Au laboratoire des interactions plantes-pathogenes, un criblage de
mutants suppresseurs de la toxicité induite par DSpA/E chez la levure a été réalisé. deismurs
these, Sabrina Siamer a caractérisé une partie de ces suppresseurs. Parmi ces supdeesseurs de
toxicité, les plus forts sont affectés dans la voie des sphingolipides et accumulent des précurseurs
des sphingolipides, les acides gras a longue chaine (LDBg)us, 1’ajout dans le milieu de
culture des acides gras a longue chaine la phytosphingosine et la dihydrosphingosine suppriment
la toxicité de DSpA/E chez la levure. Ces résultats sont confortés pargeefAitxpression de
DspA/E dans la levure conduit a la répression du niveau de LCBs. L’ensemble de ces résultats
montrent que la toxicité de DSpA/E chez la levure est due a la diminution du taux de LCBs
(Siamer, 2013).

Au regard de ces résultats, nous avons anédygéeau d’accumulation des sphingolipides
totaux afin de voir si I’effet toxique de DspA/E cheZzA. thalianaest corrélé au niveau des LCBs.
Pour cela, des plantules des lignées 7-2-1 et 13-1-2 ont été toaitéasavec de 1’estradiol 5
UM et prélevées 24 heures apres traitement. La Figure 51 présente les restitathyse des
sphingolipides totaux. Les mesures montr@umil n’y a aucune différence de contenu de
sphingolipides entre la lignée controle (7-2-1) et la lignée exprimant DsSpA/E (13-1-2). Ces
résultats indiquent que DspA/E n’a pas d’effet sur le niveau des LCBs totaux chezA. thaliana

[I.  La glycolate oxydase 2 est peroxysomale

Nos résultats de microscopie €électronique montrent que I’H,O,s’accumule essentiellement au
niveau de la paroi en réponsié.amylovoraet suite a I’expression de DspA/E dans la lignée 13-
1-2 (Figure 47 et Figu48). De plus, dans les suppresseurs de la toxicité induite par DspA/E qui
portent une mutation dans le ggB®X2 une diminution de ’H,O, apoplastique est observée

Les glycolate oxydases sont des enzymes qui sont considérées comme peroxysomales. En
effet, I’analyse du protéome des peroxysomes d’A. thalianaa mis en évidence 42 protéines
portant une séquence d’adressage au peroxysomes (Reumann et al., 2007). Parmi ces protéines,
les glycolate oxydases 1 et 2 ont été identifiées ce qui suggére une localisation peroxysomale de
ces protéines. Cependant, il a été montré que la glycolate oxydase 1 (AT3G14420) est localisé
égalementau niveau des chloroplastes et dans d’autres compartiments (membrane et
peroxysomes), les auteurs pensent que cette enzyme peut catalyser des réactions difiérentes da
les chloroplastest dans le peroxysome (Reumann et al., 2007; Armbruster et al., 2009). Ces
donnéest ’observation de 1’accumulation GOX2dépendante d’H,O, dans la paroi nous ont
pousses a déterminer la localisation de la glycolate oxydase 2.

Afin de déterminer la localisation de la glycolate oxydase 2, nous smosfrme une lignée
de protoplastes qui expriment une protéine peroxisomale couplée a la RFP de maniére stable
(Mano et al., 2004), avec une construction portant la glycolate se§dasionnée avec la GFP
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dans sa partie N-terminale. De cette fagon nous avons pu comparer la localisation de la glycolate
oxydase 2 celle d’un marqueur du peroxysome (Figure 53 avec un filtre RFP, on observe que la

lignée RFP-Perox présente des zones rouges traduisant la présence des peroxysomes dans
I’ensemble du protoplaste. La photo pour le filtre GFP pour la lignée RFP-Perox seule ne
présente aucune fluorescence comme attendu. La lignée RFP-Perox transfectée avec
construction GFP-GOX2 présente une fluorescence verte dans le méme type de structures
observées avec le filtre RFP. La superposition de I’ensemble des clichés, montre une couleur

jaune au niveau des structures observeées avec les filtres GFP et RFP et ungjrerattatzone.
L’ensemble de ces résultats montre que la glycolate oxydase 2 est localisée au niveau des
peroxysomes.
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Figure 53. Métabolites représentatifs pour chaque catégorie modulés par
DspA/E et E.amylovoradans les suppresseurs et le mutagbx2-2

Des feuilles de plantes agées de 5 semaines ou des plantules de 10 a 12 jouraitfg®pat la souche
sauvage d’E. amylovorade I’eau ou le mutant bactérien de DspA/E (dspA/B pour les plantes et par de
I’eau ou de I’estradiol pour les plantules. Les prélévements ont été effectués a 24 heures post-induction ou
inoculation. Résultats pour 3 répétitions biologiques.
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Il E. amylovoramodule I’accumulation de plusieurs métabolites
dépendamment et indépendamment de DspA/E

De précédents résultats montrent que DspA/E induit et réprime certaines défenses et est
toxique pour les cellules végétales (Boureau et al., 2006; Degrave et al., 2008, 2013) nCependa
les mécanismes permettant a DspA/E d’étre toxique demeurent inconnus. La recherche de
candidats suppresseurs de la toxicité de DspA/E a permis d’identifier la glycolate oxydase 2
comme suppresseur potentiel de la toxicité. Une autre fagcon de comprendre les mécanismes de la
toxicité induite par DspA/E est d’étudier les métabolites induits ou réprimés au cours de
I’infection ou lorsque DspA/E seul est exprimé. Ces analyses métabolomiques permettent
également de mieux comprendre si des métabolites sont plutét impliqués dans la maladie
provoquée paE. amylovoraou plutét impliqués dans les défenses mises en place par la plante.
Nous avons donc effectué des analyses métabolomiques sur des plantes infectées avec la souche
sauvage d’E. amylovoraou la souche mutante de DspA#SHA/B et des plantes des lignées 7-2-
1,13-1-2 et les suppresseliis3-1, 11-36-1etl-50-1induitsou non a I’estradiol. Les métabolites
ont été classés en plusieurs catégories. La synthése des résultats est présentée ertAanexe 8
Figure 53montre les profils des métabolites représentatifs de chaque catégorie.

La premiere grande catégorie présente les métahaliieSaccumulation est augmentée lors
del’infection par E. amylovoraDans cette catégorie on trouus eéhétabolites qui s’accumulent
lors de I’infection par E. amylovorale maniére DspA/E dépendanteretéponse a I’expression
de DspA/E dans la lignée transgénique 13-1-2. Ces métalbotitesmulent beaucoup plus
fortement en réponse a la bactérie et dans la lignée 13-1-2 que dans les conditions contréles. En
revancheleur quantité n’est pas augmentée dans les plantes inoculées par le mutispid/Epar
rapport au controle ealles métabolites trouvés dans cette catégorie sont la Lysine (un acide
aminé), le Stigmastérol (un phytostérol) et le Pipecolate (un acide orgagiquexe 8). Une
deuxiéme catégorie correspond aux métabolites 1’accumulation est diminuée lors de
I’infection par E. amylovorade maniére DspA/E-dépendante et par DSpA/E seul. Ces nitésbol
s’accumulent moins en présence de la bactérie et dans la lignée 13-1-2 que dans les conditions
contréles Leur quantité n’est pas diminuée en présence de la bactérie mutée pour DsSpA/E par
rapport au contrble eau. Les métabolites de cette catégorie sont le Fumarate (un acide organique
du cycle de Krebs) et le Myo-inositol (une molécule organique) (Annexe 8).

Les troisiemes et quatriémes catégories, préseistemétabolites dont I’accumulation est
affectée pakE. amylovorasauvage, par le mutati$pA/Eetsuite a I’expression de DSpA/E dans
la lignée transgenique 13-1-2. C'estige que DspA/E n’est pas le seul facteur modulant ces
métabolites. Les métabolites ded&tgorie 3 s’accumulent dans ce cas. Les métabolites de cette
catégorie sont le sucrose, le fructose, le maltose (des glucides) le salicylate (une hormone
végétale) et le Glycosylsalicylate (une forme du SA conjuguée a un sucre). Les métablalites de
catégorie 4 sont moins induits dans ce cas. Les métabolites de cette catégbHeswsérine
(un acide aminé) et le Déhydro-ascorbate (Forme oxydée de la vitamine C).

Les cinquiemes et sixiemes catégories, préseltemetabolites dont I’accumulation n’est
pas affectée suite a I’inoculation par E. amylovoramais qui sont affectés pHexpression de
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DspA/E dans la lignée transgénique 13-1-2. Les métabolites trouvés dans la catégoria$ sont p
accumulés en réponse a I’expression de DspA/E. Les métabolites de cette catégorie sont
I’Anhydro-glucose (un monomeére de cellulose), la Spermidine (un polyamine), le Pyruvate (un
acide du cycle de Krebs), le Glutarate (un acide du cycle de Krehsde oléique (un acide

gras monoinsatujd’Acide linoléique (un acide gras polyinsatyr€ Eicosanoate (un acide gras),

la Sérine (un acide aminét I’A-aminoadipate (un précurseur de la lysine). Les métabolites
trouvés dans la catégorie 6 sont moins accunumésponse a 1’expression de DspA/E. Les
métabolites trouves dans cette catégorie sont le Galactosylglycérol (un dérivé du galactose), le
Digalactosylglycérol (un dérivé du galactodé&lirate (produit de dégradation des purines), le
Thréonate (urdérivé de I’ascorbate), le Thréonate lactone (un précurseur du thrédnbkte
Glycérate (un intermédiaire dans le cycle de Calvin), le Galactonate (un dérivé du glucose),
I’Erythronate (produit de dégradation de I’ascorbate), le Citrate (un acide du cycle de Krebs), le
Phytol-2 (un constituant de la chlorophylle), la Glycine (un acide aminé) et le GABA (un dérivé
du glutamatg

L’ensemble de ces résultats, montre que 1’infection par la bactérieE. amylovoraaffecte
I’accumulation d’un nombre important de métabolites et ce dépendamment de DspA/E. (comme
la lysine ou le fumarate par exemple). Cependant, d’autres métabolites sont modulés par la
bactérie et pas uniquement dépendamment de DspA/E (comme le sucrose et ’homosérine).
L’accumulation d’un grand nombre de métabolites est affectée dans la lignée 13-1-2 exprimant
DspA/E mais pas dans des plantes sauvages infectéds. panylovora Ces différences
observées entre les métabolites modulés dans les feuilles et les plantules, pelestpigpuicr
en partigar 1’age des plantes utilisées. En effet, les plantules sont dgées de 15 jours et les plantes
de 5 semaines.

V. Discussion

Quel est ’implication des métabolites modulés par E. amylovora et par DspA/E ?

Nos résultats montrent gliaccumulation de plusieurs métabolites est affectée au cours
de I’interaction entre A. thalianaetE. amylovoraDans une premiere catégorie sont regroupés les
métabolitesqui s’accumulent plus lors de I’inoculation par la bactérie de maniére DspA/E-
dépendante. lls sont au nombre de trdysine, pipecolate et stigmastérol

Un lien entre la lysine et le pipecolate a été clairement établi. Le pipecolate étant un
produit de dégradation deelysine (Revelles et al., 200%)e pipecolate et la lysine s’accumulent
de plusfortement dans des feuilles d’A. thalianaen réponse a I’agent pathogen®. syringagov.
maculicola(Navarova et al., 2012).’hpplication de pipecolate directement dans le terreau de
culture permet d’augmenter la résistance aP. syringagov. maculicolavirulent etP. syringaepv.
maculicolaportant le géne d’avirulence AvrRPM1.L’ensemble de ces résultats montrent que le
pipecolate joue un réle important ddadéfense commie. syringaell serait intéressant de faire
des tests d’inoculationd’E. amylovorasur des plantes ayant poussé sur terreau supplémenté avec
du pipecolate.
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Le stigmastérol est un métabolite impliqué dans la mise en place de la résistance. En
effet, ce métabolite’accumule dans des feuilles inoculées aver. syringagv. maculicolaetP.
syringaepv. maculicolaportant les géne d’avirulence AvrRpm®t AvrRpt2(Griebel and Zeier,
2010) Ce compose esynthétisé a partir d’un précurseur, le beta-sitostérol, par le cytochrome
P450 CYP710Al1l. Des mutants de ce cytochrarfiecumulent plus de stigmastérol et
I’inoculation de ces mutants montre que les souches bactériennes virulente et avirulente de P.
syringaepv. Maculicolase multiplient et se maintiennent respectivement moins dans la plante.
De plus, des plantes traitées au stigmastérol présentent une augmentation de leur sensibilité a des
souches virulentes et avirulentes He syringae Selon Griebel et Zeier, le stigmastérol
augmenteraila perméabilité membranaire abk le cas de I’interaction entre A. thalianaet E.
amylovora,l’accumulation de stigmastérol serait induite par DSpA/E, provoquant ainsi une
perturbation dans la perméabilité des membranes des cellules. Ceci est cohérent agee le fait
1’on mesure plus de fuites d’électrolytes au bout de 24 heures avec E. amylovorasauvage et pas
avec un mutantspA/E Ainsi le role du stigmastérol au cours de I’interaction serait de provoquer
la mort cellulaire en perturbant la fluidité desmbranes. Il serait intéressant d’inoculer E.
amylovorasauvage sur les mutardgp710Alet voir si la bactérie est toujours capable de se
multiplier transitoirement.

Les résultats concernant les métaboliieiss’accumulent au cours de I’infection parE.
amylovorade maniere dépendante de Dspftiforcent I’hypothése d’un double rble de DspA/E
c’est-a-dire que DspA/E est a la fois un inducteur des défenses et un inducteur de la mort
cellulaire qui serait bénéfique a la bactérie (Cf. 8Conclusion générale). Il serait intéressant de
vérifier quels sont les métabolites accumulés dans des temps plus tardifs de 1’infection. Le fait
que la bactérie ne se multiplie plus passé 24 heures nous suggere que des métabolites plutot
requis lors des défenses comme le pipecolate seraient plus induits.

Deux métabolites’accumulent moins suite a 1’infection par lasouche sauvage d’E.
amylovorade maniére dépendante de DspA/Eulaarate et lemyo-inositol. L’accumulation
defumarate n’est pas connue pour étre affectée dans le cas de défense ou de maladie des plantes.
Cependant, la lysine est un précurseur de ce compose et la conversion de la lysine en fumarate
passe par la transformation de la lysine en A-aminoadipate, métabolite qui est induit dans la
lignée 13-1-2 exprimant DspA/Eniquement (métabolite de la cinquiéme catégorie). L’A-
aminoadipate est un précurseur du fumurate (Tcherkez et al., 2012). Ceci suggere que DspA/E
réprimerait 1’une des enzymes permettant la conversion de I’ A-aminoadipate en fumarate.

Le myo-inositol est un métabolite impliqué dans la mort cellulaire (Meng et al., 2009). Il
a été montré notamment que la production de myo-inositol empéche la mort cellulaire
programmeée puisque des mutaatipsimutées pour dans le gene permettant la biosynthese de ce
métabolite présentent plus de mort cellulaire en jours long. Il serait intéressant de fairdgousser
lignée 13-1-2 portant DSpA/E en présence de lyeitol sans estradiol afin d’observer si les
plantes ont un phénotype proche de la lignée contréle 7-2-1 portant la GFP.

La troisieme catégorie, comporte les métabalives]’accumulation est provoquée park.
amylovora(sauvage et mutadspAE) etdans la lignée 13-2-suite a I’expression de DspA/E.
Ce qui signifie que DspA/E n’est pas le seul inducteur de I’accumulation de ces métabolites. Les
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inducteurs potentielde 1’accumulation de ces métabolites pourraient étre les PAMPs de la
bactérie, le systemée sécrétion de type 3 ou d’autres effecteurs injectésia ce systeme de
sécrétion de type 3 (Boureau et al., 2011). Ces métabolites sont au nombre daccosg (
fructose, maltose, salicylate et glycosylsalicylgtd_e fait que le SA s’accumule en présence de

la bactérien’est pas surprenant. En effet, le nombre de publications décrivant une accumulation
de SA au cours d’une interaction plante-pathogéne est important que ce soit au cours d’une
interaction entre un pathogéne virulent ou avirulent (Loake and Grant, 2007). Ceci est cohérent
avec I’étude de I’interaction entre A. thalianaetE. amylovoraau cours de laquelle la voie SA est
induite que ce soit avec la souche sauvage ou des mutants du systeme de sécrétion dietype 3 et
différents effecteurs tels que HrpN, HrpW et DspA/E (Degrave et al., 2008). Ceci indique que la
voie SA est induite en partie par les PAMPs bactériens. Le glycosylsalicylate est qupatia lui
documenté dans la littératur€’est une forme glycosylée du SA qui est transitoire et est
convertie en SA 2-O-beta-D-glucoside, une forme plus stable (Lee and Raskin, 1998). Ces
composés s’accumulent lors de la mise en place des défenses des plantes (Song, 2006). Il est
possible que cette forme du SA serve de réserve de stockage dans la vacuole ou soit une forme
transitoire qui serait dégradée par la suite pour réguler le niveau du SA libre dans la cellule.

Le sucrose, le fructose et le maltose sont des hexoses servant de précurseurs pour le
stockage d’amidon. Le fait qu’ils s’accumulent peut étre le signal d’une entrée en sénescence par
dégradation de I’amidon (Masclaux-communication personnell€}tte accumulation d’hexoses
conduit a I’inhibition de I’activité d’enzymes du cycle de Calvin et in finea la dégradation de la
chlorophylle dans le calBune infection de 1’orge par un champignon biotrophe (Swarbrick et al.,

2006). Ce qui serait cohérent avec la chlorose formée sur les feuilles infectées mais également
avec nos données de transcriptome qui montre que la bactérie réprime la photosynthfese chez
thalianaet chez les génotypes sensibles de pommier (Malnoy et al., 2007). Il serait intéleessan
mesurer I’activité des invertases qui permettent de convertir les hexoses en amatide doser
I’amidon sur des feuilles infectées pour voir si la bactérie provoque une diminution de la quantité
d’amidon, un indice d’entrée en sénescence des feuilles.

La quatrieme catégorie comporte les métabadis@s]’accumulation est réprimée par la
soucheE. amylovorgsauvage et mutadspA/B etdans la lignée 13-2suite a I’expression de
DspA/E. Ce qui signifie que DspB/n’est pas le seul répresseur de 1’accumulation de ces
métabolites. Ills sont au nombre de dedéhlydroascorbate et homosérineL’homosérine n’a
aucun r6le connu lié aux défenses ou a la maladie des plantes. Le déhydroascorbate est la forme
oxydée de I’ascorbate. Le rapport ascorbate oxydé/ascorbate réduit est un indinatatant de
1’état red/ox de la cellule (Foyer and Noctor, 20110 n effet, I’ascorbate est majoritairement sous
forme réduite dans la cellule, une augmentation du stress oxydatif par la formation d’ions
superoxyde ou deeroxyde d’hydrogeéne conduit a augmenter le pool d’ascorbate oxydé
conduisant a augmenter le rapport ascorbate oxydé/ascorbate réduit. Cependant, les analyses
métabolomiques effectuées ne permettent pas de discerner les formes réductrices et oxydées de
I’ascorbate etnous ne pouvons donc pas dire avec certitude si la bactérie et/ou DSpA/E répriment
la forme oxydée de 1’ascorbate uniquement. La mesure du niveau global de 1’ascorbate dans les
plantes infectées par la bactérie et dans la lignée 13-1-2 serait un indicensupgalé du réle du
stress oxydant au cours de I’interaction et du role de DspA/E sur ce stress oxydant. Il serait
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intéressant de mesurer le rapport glutathion oxydé/glutathion réduit qui est un bon indicateur de

1’état red/ox de la cellule puisque la régénération de 1’ascorbate dépend du glutathion (Foyer and
Noctor, 2011, 2013).

Les cinquieme et sixieme catégories regroupent tous les métabatit&accumulation
est affectée uniquement gasxpression DSpA/E (13-1-2). Ces métabolites sont plus nombreux
que dans le cas d’une modulation par la bactérie seule. La modulation de ces métabolites pourrait
étredue a un effet a long terme de 1’accumulation de DspA/E dans la lignée 13-1-2, lignée dans
laquelle DspA/E est Iégérement exprimé sans induction (Degrave et al., 2013). Une leypothés
alternative expliquerait cefffet sur ’accumulation par le fait que DsSpA/E serait en quantité
importante dans les plantes transgéniques induites contratréimi@fection par la bactérie.
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Figure 54: Hypothéses concernant le role de DspA/E dans I’'immunité chez A.
thaliana

La bactérieE. amylovorase multiplie transitoirement chex. thalianaet cette multiplication est
dépendante de DspA/E puisque le mutlpA/Ene se multiplie pas. Deux jours aprés I’inoculation, la
population bactérienne ne se maintient pas et chute. Dans les deux premiersa jowlgiplication
dépendante de DspA/E peut étre considérée comme étant de ’ETS puis dans les jours d’apres, la
population bactérienne chuté est possible qu’il y ait une reconnaissance de I’activité de DspA/E
conduisant a de ’ETI. ETS: Effector Triggered Susceptibility; ETI: Effector Triggered Immudity
Jours post-inoculation
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L’étude du pathosystemeA. thaliana/ E. amylovoraous a permis de montrer que la
bactérie se multiplie transitoirement et ceci est associé a une ngarbsepression de génes de
défensesContrairement a ce qui se passe sur pommier, plante hote d’E. amylovora chezA.
thaliana, cette nécrosee s’étend passur I’ensemble de la feuille mais reste localisée a la zone
inoculée(résultats non présenjed.a résistance d’A. thalianaa E. amylovoraest un cas de
résistance non-hote de typedlest-a-dire qui conduit a une mort cellulaire locale qui présente
des similitudes avec la HR (Senthil-Kumar and Mysore, 2013). La réaction hypersensible (HR)
est une mort cellulaire programmeée qui a lieu suliie@donnaissance spécifique d’un effecteur
par une protéine de résistance R de la plante (Flor, 1971). Dans le cas de notre pathosysteme la
recherche d’interacteurs de DspA/E ne nous a pas permis d’identifier de protéines R
correspondante. Il est cependpatsible que ce soit I’activité de DspA/E qui soit reconnue par
une protéine R correspondante qui resterait a identifier.

Quel est le type de la mort cellulaire provoquée par la bactérie E. amylovora chez Anhé&lia

Comme dans le cas de l’interaction entre E. amylovoraet la plante non-hotéN.
benthamiangdOh et al., 2007), le cas du pathosyst&ramylovora/A. thalianast complexe. i
effet, dans les premiéres heures de I’infection I’effecteur DspA/E est indispensable a la bactérie
afin qu’elle se multiplie (Degrave et al., 2008) (Figubd). Cette premiére phase de multiplication
bactérienne peut étre considérée comme étant de I’ETS. Par la suite, la population bactérienne in
plantachute, ¢’est-a-dire que I’ETS est perdue. Le fait que cette ETS soit perdue suggere que la
bactérie est reconnue par lamt dans les phases plus tardives de I’infection. Des travaux
précédents ont montré que DspA/E joue un role important dans I’induction des défenses chez A.
thaliana (Degrave et al 2013), notamment la voie EDS1 dont il a été démontré qu’elle est
impliquéedans la résistance non hote d’A. thalianada E. amylovoraMoreau et al., 2012). Cette
deuxiéme phasée I’interaction correspondrait donc au moins en patdiee I’ETI. Ces
différentes phases au courdtinfection sont accompagnées d’une mort cellulaire qui donne lieu
a des symptdmes de nécrose au bout de quelques jours. Ce type de symptdéme nécrotique est
caractéristique de I’interaction entre E. amylovoraet ses plantes hotes telles que le pomr&ier.
conséquence, et du fait dexistence a la fois de ’ETS (associée a la nécrose chez la plante
héte),de ’ETI (généralement associée a une ki) fait que 1’on observe une augmentation de
la nécrose en présence d’un inhibiteur de la traduction, la CHX (Moreau et al., 2012). La question
se pose dans le cas de notre pathosystéeme du type de mort cellulaire observée et de son réle dans
le cas de ’interaction entre E. amylovoraetA. thaliana.

Eléments de similitudes entre la HR et la mort cellulaire induite

Comme il a été énonceé préecédemment (Discussion du chapitre 2), il est possible que dans
le cas de notre pathosysteme une HR soit observée. En effet, certains éléments de la littérature
tendent vers cette hypothése.
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C’est le cas par exemple du role de certaines phytohormonésacide salicylique par
exemple s’accumule au cours de la HR mais ne semble pas étre I’élément déclencheur de cette
HR. 1I serait plutot une conséquence de I’activation de la HR (Verberne et al., 2000). Ceci est
cohérent avecelfait que le SA s’accumule au cours de I’interaction entreA. thalianaet E.
amylovoraet que la mort cellulaire induite par DSpA/E ne passe pas par une voie SA
fonctionnelle (Degrave et al., 201B)acide jasmonique s’accumule également au cours de la
HR et a été décrit comme limitant la HR dans les cellules environnant la zone d’inoculation
(Norman-Setterblad et al., 2000; Devadas et al., 2002). Ceci est cohérent avec le fait que la voie
JA est induite au cours de I’interaction de maniére dépendante de DspA/E et que la nécrose ne
s’étend pas sur la feuille entiere lorsque la moitié de la feuille est inoculée. Par ailleurs, des tests
d’inoculation de la bactérie dans le mutant jarl, un mutant de perception de la voie JA présente
plus de symptdmes (Fagard, non publié). Ce résultat suggere que la voie JA empéche la
propagation de la mort des cellules environnantes au cours de I’interaction entre A. thalianaetE.
amylovora.

Les lipidessont des molécules également impliquées dans la mise en place de la HR et
plusieurs exemples de mutants affectés dans le métabolisme des lipides et dans la mise en place
de la HR ont été décrits dans la littérature telsagpadouacdl1(Brodersen et al., 2002; Liang
et al., 2003)De méme que la fumonisine B1, une mycotoxine produite par des champignons
phytopathogénes déclenche la HR en perturbant le métabolisme des sphingolipides (Abbas et al.
1994, Stone et al., 2000). Enfin, le facteur de transcription AtMYB30A&hbalianaa été décrit
comme étant un régulateur positif de la éfiontrélant’expression de génes codant la synthése
des acides gras a tres longue chaine, les VLCFA. Notamment, lorsque ce facteur est surexprimé,
les plantes accumulent plus de VLCRfyrs qu’au contraire, les plantes mutées pour ce facteur
de transcripbn accumulent moins de VLCFA. L’accumulation de VLCFA dans les plantes
surexprimant AtMYB30 conduit d’ailleurs a une accélération de la HR en réponse a P. syringae
portant le géne d’avirulence AvrRPM1(Vailleau et al., 2002; Raffaele et al., 2008). Les travaux
menés sur la toxicité de DspA/E chez la levure ont montré que DspA/E réprime I’accumulation
de bases a longues chaines (LCB), un précurseur des sphingolijsides (3013). En revanche,
la mesure d’accumulation des LCBS en réponse a 1’expression de DspA/E a montré que
I’effecteur n’a pas d’effet sur I’accumulation des LCBs che&. thalianaindiquant ainsi que la
toxicité de DspA/E ne s’exprimerait pas via la voie des lipides.

Plusieurs études attestent de I’accumulation de FAOs et du NO au cours de la HR.
L’implication des FAOs dans la mise en place des défenses a été montrée et il a été constaté
qu’une production bi-phasique de FAGOst déclenchée dans le cas d’une HR. Plus précisément,
une premicre phase est déclenchée dans les minutes suivant la détection de 1’agent pathogéne, ce
n’est que dans le cas d’une HR qu’une deuxiéme phase est déclenchée plusieurs heures apres
(Allan and Fluhr, 1997; Wojtaszek, 1997; Mittler et al., 2011). Ceci est cohérent avec nos temps
d’observation de détection de FAOs (16 heures post-inoculation). Il faut&raependant qu’un
burst oxydatif est également observeé au cours de la maladie provog&éamgiovorasur ses
plantes hotes (Venisse et al., 2001) et que le rble de ce burst oxydatifs de la maladie n’est
actuellement pas élucidé.
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Nous avons énoncé précédemment gue le NO est impliqué dans la mise en place de la HR
(Zhang et al., 2003; Sun and Li, 2012 et Discussion chapitre 3). De plus, la balance énete le N
les FAOs semble importante pour la mise en place de la HR puisque le NO interagit avec le
peroxyde d’hydrogene pour déclencher la HR et avec les ions superoxyde pour former des ions
peroxynitrites (Romero-Puertas et al., 2004). Nos résultats suggerent que le NO pourrait étre
impliqué au cours de ’interaction (cf. chapitre 3) et que DspA/E réprimerait cette accumulation
de NO des ions peroxynitrites.

Enfin, plusieurs exemples dans la littérature attestent de 1’existence d’influx calciques
impliqués dans la HR (Atkinson et al., 1996; Yu et al., 1998; Grant et al., 2000; Balagué et al.,
2003; Cheval et al., 2013). Dans le cas de notre pathosysteme il serait intéressant de veérifier les
influx calciques au cours de I’interaction. D’autant plus que ces influx calcique activent plusieurs
enzymes telles que des CDPK qui sont impliquées dans les mécanismes de la HR (Romeis et al.,
2001) ou les NADPH oxydases telle que AtrbohD qui peuvent potentiellement lier le calcium
permettant de déclencher un burst oxydatif (Grant et al., 2000; Sagi and Fluhr, 2006).

Eléments en contradiction avec la HR

D’autres éléments décrivant la HR dans la littérature sont différents par rapport a nos
résultats. En effet, sur la plante non-htitdoenthamiana, E. amylovoea DspA/E induisent la
mort cellulaire dépendamment de SGT1 (Oh et al., 2007) impliguée dans la mise en place de la
HR (Peart et al., 2002) et interagissant avec RAR1 (Azevedo et al., 2002) impliqué également
dans la mise en place de la HR (Tornero et al., 2@@gndant, des tests d’inoculation des
mutantgarl-13etsgtlb-3d’A. thalianaavecE. amylovorane montrent pas une diminution des
symptdmes chez ces mutants en réponse a la bactérie ainsi que dans le double mutant (Fagard
non-publié). Des résultats similaires ont été observés dans le madthartalors que NDR1 est
impliqué dans la mise en place de la HR en réposesgringaeportant le géne d’avirulence
AVrRPT2 Des résultats similaires ont été observés dans le nedaft® corrélés a plus de
croissance bactérienne (Moreau et al., 2012) alors que le géne EDS1 est nécessaire pour la mise
en place de la HR en réponse au virus Turnip crinckle virusAchtbaliana.Un autre argument
en défaveur de la HR dans le cas de notre interaction est le besoin de la lumiére poumnla mise e
place de la HR (Liu et al., 2007). En effet, dessté’inoculation parE. amylovorade plantes
ayant été conservées a 1I’obscurité pendant toute la durée de I’inoculation montrent que ces plantes
présentent plus de symptédmes nécrotiques que les plantes conservées a la lumiére.
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Figure 55: Hypotheses concernant les défenses multi-couches chethaliana
en reponse &. amylovora

La bactérieE. amylovorase multiplie transitoirement chég thaliana Deux jours aprés inoculation, la
population bactérienne chute dans la plante sauvage (Degrave et al., 2008;r}rditamsi le cas du
mutanteds1-2Moreau et al., 2012)u gox2-2(Figure 39; trait violet)la population bactérienne fini par
chuter également mais moins que dans le sauvage Oalgut faire I’hypothése que dars le cas d’un
double mutanteds12/gox2-2 (trait orange), la population bactérienne chuterait également mais se
maintiendraiplus encore que dans un simple mutant. Enfin, dans le cas de I’utilisation de la CHX ou dans

des mutants multiples (trait rouge), la population bactérienne se maintient adwctamrgps (Moreau et

al., 2012). Jpi: Jours post-inoculation

192



Une hypothése alternative serait que la mort cellulaire observée, pourrait étre 1’association
de deux types de mort cellulaire, c’est-a-dire une mort cellulaire déclenchée par DspA/E dans les
premiéres heures de I’infection et une mort cellulaire de type HR dans les heures plus tardives de
I’infection. Enfin, I’étude du pathosystéme A. thaliana/E. amylovora permis de montrer que la
plante met en place un mécanisme de résistance non-hote. Ce type de mécanisme est décrit
comme étant une résistance multi-couches (Senthil-Kumar and Mysore, 2013). Nos résultats sur
EDS1, sur la CHX et GOX2 (plus de croissance de la bactérie dans les mutants respectifs et en
présence de CHX) suggerent que la résistance mise en place dans tetagpdthosystéeme est
une résistance multi-couches. Il serait intéressant de croiser les mutants des genes EDS1, GOX2
mais aussi de callose synthase PMR4 afin de confirmer cette résistance nchigi{Eaguré5).
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Figure 56: Lien entre la glycolate oxydase et le stress oxydant

La bactérieE. amylovorainjecte son effecteur de type 3 DsSpA/E dans la cellule végétale. DspA/E va
induire ’activité de la glycolate oxydase 2 qui oxyde le glycolate en glyoxylate ), H.activité
glycolate oxydase va perturber le métabolisme primaire de la cellule conduisant a inhiber 1’accumulation
d’hexoses solubles tels que le maltose, le sucrose et le fructose. Cette inhibition tend & empécher
I’activation de la NADPH oxydase.
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Quel est le lien entre la glycolate oxydase 2 et le stress oxydant ?

Nos résultats montrent que la glycolate oxydase et le stress oxydant ont un réle important
au cours de I’interaction entrd\. thalianaetE. amylovoraEn effet, la glycolate oxydase 2 a été
identifiee comme étant un suppresseur de la toxicité induite par DSpA/E (Chapitre 2). De plus, la
bactérieE. amylovoran’induit plus de mort cellulaire et se multiplie 10 fois plus dans le mutant
gox2-2que dans Col-et des réactions de défenses telles que 1’expression de marqueurs de
défenses ou la déposition de callose se retrouvent modulées différemment dans igax2iant
par rapport a Col-ONos données sur le stress oxydant montrent que la bea€té&mylovora
induit plusieurs FAO$H,0, et ") et des indices nous indiquent que des especes nitrosylées
pourraient s’accumuler au cours de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovorgChapitre 3,

Figure 43. Nos résultats montrent également que DspA/E induit, entre autre, un stress oxydant
d’origine apoplastique (Figure 48 et que ce stress oxydant est perdu au niveau de I’apoplaste

lorsque les plantes sont inoculées avec le mutant bactspérEainsi que dans le suppresseur
[1-36-1(Figure 48) et le mutagiox2-2(résultats non présentés). Ensuiigs résultats montrent

que ’activité glycolate oxydase augmente en réponse a la bactérie et ceci est dépendant de
DspA/E. Ces résultats suggérent qu’il existe un lien entre la glycolate oxydase et le stress oxydant

au cours de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovora.

Dans la discussion de leur étude, Rojas et al., 2012 expliquent que le rdle des glycolate
oxydases 1 et 2 reste a élucider. Ces deux enzymes sont impliquées dans la photorespiration et il
semble que leur mécanisme d’action soit d’étre impliquées dans le changement du métabolisme
primaire (Foyer et al., 2009). Les auteurs expliquent que le réle de ces enzymes da @urs
résistance nohéte ne serait pas directement relié a la production d’H,O, mais plutdt a
I’interconnexion entre les FAOs et les sucres solubles (Couée et al., 2006; Rojas et al., 2012)
Ceci est cohérent avec nos données de métabolome. En effet, on observe une augmentation des
sucres solubles issus du métabolisme primaire, le fructose, le sucrose et le maltose dans la lignée
13-1-2 portant DspA/E ainsi que dans des plantes sauvages infectéesapaylovora La
glycolate oxydase 2 semble impliquée dans cette augmentation (résultats non présesités)
lorsque I’effecteur DspA/E est injecté dans la cellule, il va activer la glycolate oxydase. Cette
activation va provoquer une perturbation dans le métabolisme des sucres, ce qui va empécher la
production d’H,O,viala NADPH oxydaseCependant, la perturbation du métabolisme dessucre
et le lien entre la NADPH oxydase et les sucres reste a déterminer. Les hypothéses concernant le
lien entre le stress oxydant et la glycolate oxydase 2 sont présentées en Figure 56
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I.  Matériel biologique.

1. Matériel végétal

Les plantes utilisées au cours de cette thése sont décrites dans les manuscrits (Degrave et al.,
2008, 2013). Les graines des écotypes Col-0 et lgp@iennent de I’institut National de
recherche agronomique (INRA). Les mutants d’insertion ADN-T proviennent du NASC. Les
mutantsgox2-2ont été donnés par 1’équipe de Kirankumar Mysore (SALK_044052, insertion
située 300 paires de bases avant le 5’UTR). La lignée stable exprimant la RE®Rissue de I’étude
de (Mano et al., 2004). Les lignées transgéniques exprimant la GFP ou DsSpA/E proviennent
d’une transformation de I’écotype Col-0 transformé avec la bactgkigrobacterium tumefaciens
souche C58CL1 en utilisant la méthode de trempage floral selon (Clough and Bent, 1998). Les
mutants suppresseurs sont issus de la lignée transgéniq@aihdabénéisée a ’EMS qui est un
composé mutagéne qui chéz thaliana provoque dans la majorité des cas (99%) des
changements d’une cytosine en thymine conduisant a la substitution d un couple cytosine/guanine
en thymine/adénine dans I’ADN. A plus faible fréquence, ’EMS peut générer des transversions
guanine/cytosine a cytosine/guanine ou thymine/adénine. De facon plus rare des réarrangements
du génome peuvent s’effectuer et des séquences d’ADN peuvent étre tronquées. Ce composé va
générer des mutations aléatoirement dans le génome d’A. thaliana (Kim et al., 2006) La
dénomination des suppresseurd&-1, 1-40-1, 1-50-1 et 1I-36-)La été choisie de la facon
suivante : Le chiffre romain (I ou Il) correspond a la concentration en EN$8a1(0.2 ou 0.4%).
Le second numéro (18, 40, 50 ou 36) correspond au pool récupéré en génération M2. Le dernier
numéro correspond au mutant résistant putatif récupéré en M2

2. Conditions de culture

Pour la croissance en chambres de culture, les plantes ont été cultivées sur terretb @enda
6 semaines et inoculées selon la méthode décrite dans (Degahve08i8). Pour la culture
vitro, les graines ont été semées sur milieu MS 1% de sucrose, pH 5.7 apres avoir été stérilisées
avec un mélange éthanjakel (1 mL d’une solution mére de 40 mL de barychlore dans 9 mL
d’¢éthanol 100%) pendant 8 minutes et rincées deux fois pendant 1 minute. Les graines ont été
ensuite vernalisées pendant 48h a 4°C. Les plantules ont ensuiteepsaks#un cycle de 16
heures de jour et 8 heures de nuit avec respectivement des températures deD26°CetiRles
plantes qui ont été cultivées en présence d’estradiol (17-beta estradiol, St Louis, OH, USA) le
composé a directement été incorporé dans le milieu. Pour I’incubation, les plantes ont été traitées
a D’estradiol soit par immersion totale pendant 10 a 20 minutes pour les extractions protéiques et
nucléiques soit par traitements en gouttes de 20 uL pour I’élongation racinaire.

3. Souches bactérienne

Les souches bactériennes utilisées sont décrites dans (Degrave et al., 2008, 2013). La souche
sauvage d’origine d’E. amylovora provient de la collection francaise des bactéries
phytopathogénes (CFPB 143Dgs souches utilisées, sont stockées a -80°C dans du milieu Luria
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Bertani (LB) et du glycérol 40%, 1/1, VIV et sont cultivées sur milieu solide LB agar (Bacto
tryptone 10 g.[, extrait de levure 5 gf, NaCl 5 g.I! et agar 15 g.t, pH 7) avec un
antibiotique de sélection. Au bout de 3 jours de croissance, les bactéries peuvent étre cultivées
dans un milieu LB liquide sur la nuit a 30°C et étre transférées sur milieu LB solide le lendemain
matin afin d'effectuer les inoculations en fin de journée. Les bactéries sont remises erosuspensi

au bout de 8 heures et la densité optique (DO) de la culture est mesurée. Une suspension a une
DO de 0,1 (1Bbactéries. mL) est utilisée pour inoculer les feuilles.

[l Méthodes

1. Méthodes d’infections

Les plantes d’A. thalianaagées de 5 semaines sont inoculées avec les différentes souches d’E.
amylovoradansde I’eau stérile. Dans le cas des analyses de stress oxydatif, le demi-limbe droit
est inoculé afin de vérifier si le stress se propage a la feuille entiére. Dans le cas d’analyses de
symptomes ou de croissance bactérienne la feuille entiére est inoculée. L’inoculation se fait a
I’aide d’une seringue sans aiguille qui est appliquée sur la face abaxiale de la feuille.

2. Comptage bactérien

La mesure s'effectue par comptage des unités formant une colonie (UFC). Les plantes sont
inoculées la veille au soir, puis les feuilles récupérées une a une et prises en phetoesurer
la surface foliaire avant d’étre placées dans des tubes Eppendorf Safelock® de 2 mL contenant
deux billes de verre. Les feuilles sont ensuite broyées séparément a 1’aide du broyeur a bille
TissueLyser Il Qiagéha une fréquence de 30 & 50 Hz. Le broyat est récupéré dans 500 pL d'eau
stérile, 20 uL de ce broyat est récupéré et déposé dans 180 pL d’eau stérile et des dilutions
sériées au 10eme du broyat sont effectuées en plaque de microtitration. Un dépotdie 5 pL
toutes les dilutions est effectué deux fois afin d'établir une moyenne du nombre de colonie par
dilution sur milieu LB solide supplémenté avec un antibiotique de sélection selon la souche
bactérienne utilisée. Les boites sont ensuite placées a 30°C pendant une journée et le nombre de
colonies est compté et rapporté a la surface foliaire.

3. Méthodes de biologie moléculaire

3.1 Génotypage

L'identification de mutants homozygotes, s'effectue a l'aide de la réaction de polymérase

en chaine. L'ADN génomique, est extrait a lI'aide du tampon CTAB (Tris HCI pH 8 100 mM,
NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM beta-Mercaptoethanol 0.2% et CTAB 2%), selon le protocole
d'extraction de Doyle et Doyle, 1990. Les échantillons sont broyés a froid dans de I'azote liquide
a l'aide du TissueLyser Il Qiag®nls sont ensuite incubés pendant 30 minutes dans 800 pL de
tampon CTAB pendant 30 minutes (agités toutes les 10 minutes). 800 pL de chloroforme alcool
isoamylique (24 :1) sont ajoutés. Les échantillons sont mis a centrifuger pendant 10 minutes a
7000 rpm. 600 pL de la phase aqueuse sont récupéré et I’ADN est précipité a 1’aide de 600 pL.
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d’isopropanol rajoutés. Les échantillons sont de nouveaux centrifugés a 7000 rpm pendant 15
minutes. Le culot d’ADN est ensuite rincé a I’aide de 1200 pL d’éthanol 75%. Les culots sont
repris dans 20 a 30 uL d’eaustérile.

La réaction de PCR est préparée en Super mix contenant de I'eau osmosée (12,2uuL), du
tampon 10X (2uL), d'un mélange des 4 nucléotides a 2,5 mM (2uL), de MeCTMM (0,6pL),
des oligonucléotides a 10uM (0.3uL de chaque) et Gad®NA polymérase Recombinant & 5
U.puL? (0.2uL) de chez Invitrogéh Le volume réactionnel final est de 20 pL et la réaction est
effectuée avec 1 pL de matrice. L'amplification est effectuée dans le thermocycleur TC-512
(TECHNEP). Les produits de PCR sont ensuite déposés sur gel d'agarose 1% contenant 0,02 mg
de BET pour 100 mL. La visualisation des signaux est effectuée grace a une enceinte UV.

3.2 Extraction ADN nucléaire au CTAB

Le matériel végétal une fofsélevé est broyé a 1’aide d’azote liquide (environ 4 g pour
400 disques foliaires issus de 100 plantes F2 des suppresseurs). La poudre est transférée dans un
tube Falcofi 50 mL qui contient 40 mL de tampon d’extraction de noyaux (10 mM TRIS-HC1
pH 9.5,10 mM EDTA pH 8.0, 100 mM KC1, 500 mM sucrose, 4 mM spermidine, 1 mM
spermine et 0.1% BME). Le mélange est vortex¢ puis filtré a 1’aide d’une toile a bluter d’une
porosité de 25 M dans un tube Faftde50 mL. Le liquide est récupéré par gravité dans un
premier temps puis le reste dans la toile a bluter est récupéré par centrifugation a 2000 rpm et a
4°C pendant 30s (la toile a bluter est bloquée au préalable dans le pas de vis du tube). Ensuite 8
mL de tampon d’extraction des noyaux supplémenté avec du triton X-100 a 10% et du PME a
0.1% est rajouté. Ce mélange est mis a incuber pendant 2 minutes sur de la glace puis est agiter
doucement pendant 2 minutes. Le tout est ensuite centrifugé a 4500 rpm pendant 15 minutes a
4°C. Le culot de noyaux est visible a cette étape et apparait vert-clair voir blanc. Le surnageant
est ¢éliminé et I’extraction d’ADN au CTAB (100 mM Tris pH 7.5, 0.7 M NaCl, 10 mM EDTA,
1% et CTAB 1%’ effectue par la suite. 2 mL du tampon CTAB préchauffé sont ajouter au culot.
Le mélange est incubé pendant 30 minutes a 60°C (mélangé toutes les 10 minutes) puis laissé a
refroidir pendant 5 minutes a température ambiante. Le tout est réparti dans 2 peineoEple
2 mL. 700 pL de chloroforme alcool isoamylique (24 :1) froid sont ajoutés et le tout est agité
pendant 2 minutes. Les tubes sont centrifugés pendant 10 minutes a 6000 rpm a température
ambiante. La phase supérieure aqueuse est transférée dans 2 tubes Eppendorf et le méme volume
d’isopropanol est ajouté. Le tout est mélangé pendant 1 minute et mis a centrifugé 5 minutes a
13000 rpm a températuaenbiante. Le culot d’ADN nucléaire est rincer avec 1 mL d’éthanol
75% et centrifuger pendant 5 minutes a 13000 rpm. L’éthanol est retiré, le culot séché et repris
dans 50 pL de TE.

3.3 Extraction et dosage d’ARN

Les échantillons sont broyés a froid dans de I'azote liquide en \imetdela dégradation
des ARNs. Les ARNs sont extraits a l'aide du TRIZQjui contient du phénol et de
l'isothiocyanate de guanidine. Les échantillons sont homogénéisés dans 1 mL de®REOL
centrifugés pendant 10 minutes a 12000 rpm a 4°C. Le surnageant est récupéré et mis a incuber

200



Matériel et méthodes

pendant 5 minutes a température ambiante, permettant une compléte dissociation des acides
nucléoprotéiques. Afin d'éliminer le phénol, 0.2 mL de chloroforme sont ajoutés et une mise en
incubation de 3 minutes est effectuée a température ambiante. Les échantillons sont ensuite
centrifugés pendant 15 minutes a 12000 rpm a 4°C. La phase supérieure agueuse contenant les
ARNSs est récupérée et transférée dans un nouveau tube, 0.5 mL d'Isopropanol par mL de
TRIZOL® utilisés sont ajoutés afin de permettre la précipitation dessABNtemps d'incubation

de 10 minutes est effectué, suivit d'une étape de centrifugation de 10 minutes a 12000 rpom a 4°C.
Le culot d'ARNs est rincé a I'éthanol 75% et mis a centrifuger a 7500 rpm pendant 5 minutes a
4°C. Le culot est finalement séché et resuspendu dans 30 puL d'eau DEPC. Les ARISsisent e
stockés & -80°C. La concentration des ARN est mesurée deux fois avec un Nadodnep
longueur d’onde de 260 nm. Afin de vérifier I'intégrité des ARNS, 1 pg peut étre déposé sur gel
d'agarose 1%, la réaction de rétro transcription est par la suite effectuée.

Les ARNSs sont dans un premier temps traités a la DNAse (Désoxyribonucléase | RNAse
free (1U) de chez Thermo Scientfflc 1 ug d’ARNs sont traités avec 1 pL de tampon 10X
supplémenté avec du Mgl uL de DNAse dans un volume final gsp eau DEPC. La réaction de
rétro transcription, est effectuée grace au kit RevertAid Reverse Transcriptase de chez Thermo
Scientific®. Une pemicére étape de dénaturation de 5 pL d’ARNSs et d'hybridation en présence de
1 pL d'oligodT & 0.5 pg.pitest effectuée & 65°C pendant 5 minutes dans un volume final de
12.5 uL. La seconde étape, correspond a la rétro transcription en présence dahpardsX,
de 0.5 pL de Riboblofk de 2uL de dNTP & 10 mM et de 1 pL de RevertAid & 42°C pendant 1h.
Une derniere étape d'inactivation de I'enzyme est réalisée pendant 15 minutes a 70°C. Les ADNc
sont repris dans 180 pL d'eau Osmosée.

3.4 PCR quantitative (qPCR)

Laréaction de PCR quantitative a été effectuée a I'aide de 1’agent fluorescent intercalant;
le SYBR Green. La réaction de gPCR, est préparée sur des plaques de quantification de 96 puits
de chez Applied biosystéinLa réaction est également préparée en Master mix, chaque puits
contient 1.5 pL d'eau osmosée, 0.5uL du primer Forward et 0.5 pL du primer Reverdé,a 10 pu
de 5 pL de mix pour gPCR de chez Applied biosySteamtenant les dNTP, le tampon 10X, la
taq polymérase ainsi que le SYBR Green. La réaction est effectuée avec 2.5 |iticsedaias
un volume final de 10 pL. Le thermocycleur utilisé est le systéme 7300 gPCR de chez Applied
BiosystemS.

Pour les PCR quantitatives effectuées sur le thermocycleur Bi@BX96. Le mix
employé pour chaque échantillon est le suivdniL d'eau osmosée, 0.5 puL du primer Forward
et 0.5 puL du primer Reverse & 0.3 pM, de 7.5 pL de mix pour qPCR de chez Applied biBsystem
et 2.5 pL de matrice dans un volume final de 15 pL.

Le programme employé pour les deux appareils est le suivant : La premiere étape estd
minutes a 95°C. La seconde étape est de 15 secondes a 95°C. La troisieme étaperagede 1
60°C et une lecture de la plague est effectuée. Les étapes 2 a 3 sont répétées 39 fois a partir de la
troisiémeétape. La quatriéme étape est de 15 secondes a 95°C et I’étape 5 est une étape
permettant de faire une courbe de dissociation des amorces. Elle commence a 60°C et par
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incrémentations de 0.5°C, la température monte a 95°C. Une lecture de plaque est effectuée a
cette étape.

3.5 Clonage du gengs0OX2en Gateway

Le plasmide pda09796 (10 ng. f)lcontenant la séquence codante du g20X2a été
commandé sur le site du RIKEN. Les primers utilisé pour effectuer le clonage en Gateway sont
les suivants :

Start gox2-2-F5’GGA GAT AGA ACCATG GAG ATC ACT AAC GTT ACC GA3’
Stop gox2-2-R5’TCC ACC TCC GGA TACTA TAA CCT GGG CAA ATG GC¥
End gox2-2-R5°’TCC ACC TCC GGA TCATA TAA CCT GGG CAA ATGGC3’

La partie surlignée en vert est la séquence U5 du primer pour le gateway et en bleu la
séquence U3 (Primers universels qui contiennent les sites de recombinaison attB1 et attB2). Ces
deux primers sont fusionnés respectivement aux oligos Forward et Revarsarget en aval de
la séquence codante du g&1@X2.L utilisation des primers Start et Stop permettra de conserver
le codon stop du gene et de greffer la GFP dans la partie N-terminale du gene. Sur Eerqtime
le nucléotide en rouge indique une suppression du codon Stop dans la séquence du gene ceci
permettra de greffer la GFP dans la partie C-terminale du géne.

Dans un premier temps, une PCR clonage avec les oligos ci-dessus (Start gox2-2-F/Stop
gox2-2-R et Start gox2-2-F/End gox2-2-R) et la Phusion Green High-Fidelity DNABrdge
(2 UluL) de chez thermo Scientificest effectuée sur le plasmide pda09796 (20 cycles,
Tm=58°C, temps d’¢longation=1min30s a 72°C, taille attendue 1200 pb). Une seconde PCR est
lancée avec 1 pL de la premiére PCR avec les oligos U3/U5 (méme conditions de #CR).Le
bandes sont extraites du gel et purifiées avec le kit Wizard SV gel and PCR cleanrof fyste
concentration des produits PCR est mesurée au Narfoelrape BP réaction est lancée avec le
plasmide pDONR207 (qui contient les sites attP1 et attP2 qui vont recombiner avec attB1l et
attB2) portant un géne de résistance a la gentamycine. La BP réaction est effect0ée |alve
de I’enzyme BP clonase Gateway II enzyme Mix de chez Invitrogeh 65 ng de produit PCR, 65
ng du pDONR207, 1 uL du tampon de I’enzyme et eau qsp SuL dans des tubes Eppendorf de 1.5
mL (tubes de transfo). L incubation est effectuée a température ambiante pendant 3 jours. Ensuite
1 uL de protéinase K est rajouté dans les tubes et le tout est passé a 37°C pendant 10 minutes. 50
uL de bactéries Top10 chimiocompétentes One“Sémit ajoutés. Le tout est mis a incubé a
42°C pendant 45 secondes et placé sur de la glace. 1 mL de milieu LB est ajouté daessdes tub
transfo qui sont mis a incuber pendant 1 heure a 37°C sous agitation (120 rpm). 300 uL de ces
tubes sont ensuite étalés sur milieu LB supplémentés avec de la Gentamycine & 28 Ag. mL
bout de 24 heures des colonies se forment sur les boites. Des PCR (Tm=58°C, Temps
¢longation=1 minute a 72 °C et 30 cycles) sur 8 colonies par boites sont effectuées a I’aide d’un
oligo forward situé dans le plasmide pDONR207 (Seq_LA-F) et un oligo Reverse situé dans le
deuxieme exon du geligOX2(AT3G14415-RP). Les clones pour lesquels la présence du géne
GOX2est confirmée sont amplifiés en culture liquide (LB+ Gentamycine & 20 |1 pahdant
une nuit a 37°C. Le lendemain 500 uL de ces suspensions bactériennes sont récupérées et misent

202



Matériel et méthodes

dans 500 uL de glycérol 80% afin de conserver les clones a -80°C. Le reste des suspensions est
utilisé pour purifier les plasmides a ’aide du kit Roche (High pure plasmid isolation®)itLa
concentration en plasmide est mesurée au NanBatopne partie est envoyée au séquencage
pour vérifier que la séquence du gene soit dépourvue de mutations avant la transformation des
protoplastes pour la localisation de la protéine GOX2.

Avant la transformation des protoplastes, une réaction LR est effectuée avec les plasmides
pDONR207 contenant le ge@X2avec ou sans la mutation supprimant le codon stop, avec le
plasmide pMDC43 permettant de greffer la GFP en N-terminal ou le plasmide pMDC83
permettant de greffer la GFP en C-terminal. 80 ng du plasmide pDONR207 (stop ou end) sont
mélangés avec 80 ng du plasmide pMDC43 ou 83, 1 puL de tampon 5X, 1 uL de LR enzyme
clonase de chez InvitrogBet eau gsp 5 pL. Les mélanges sont mis & incuber pendant 3 heures &
température ambiante. Ensuite 0.5 pL de protéinase K sont rajoutiésulnadion de 10 minutes
a 37°C est effectuée. 50 pL De bactéries Top 10 chimiocompétentes sont transformées pendant
45 secondes a 37°C. 1 mL de LB est rajouté et les bactéries sont misent sous agitation pendant 1
heure a 37°C. Ensuite 150 puL des tubes de transfo sont étalés sur LB supplémenté avec la
Kanamycine & 50 ug.jil(géne de résistance a I’antibiotique présent sur les plasmides pMDC).

Une PCR est effectuée sur les colonies formées sur les boites de LB afin de vérifeer que
transformation a été effectuée a 1’aide d’un oligo situé dans la GFP (eGFP 591-F) et I’oligo
AT3G14415-RP (Tm=58°C pendant 30 secondes et température élongation 72°C pendant 1
minute 30 secondes). Une fois la vérification faite, les clones sont amplifiés en milieu liquide
supplémenté avec de la Kanamycine & 50 pdqe.facon & récupérer un maximum de pg de
plasmide pour la transformation des protoplastes. Les plasmides sont récupérés par MiniPreps
effectuées a I’aide d’un kit Qiagerf.

3.6 Isolement et transformation des protoplastes

Les protoplastes sont isolés a partir de plantules des lignées Col-0 et RFP-Peroxysome agées
de 10 jours a partir de 2 g de matériel végétal frais. Les 2 g pour chaque lignéeysmntans
un volume de 15 mL d’une solution TVL (0.3 M sorbitol et 50 mM CaCly). Le tout est ensuite
transféré dans une solution enzymatique (0.5 M sucrose, 10 mM MES-KOH pH5.7, 20 mM
CaCb 40 mM KCI, 1% Cellulase [Onozuka R-10] et 1% Macerozyme [R10]). Le tout est
transféré dans un bécher qui est parafilmé et protégé de la lumiere et mis en agitation a 35 rpm
pendant une nuit. Le lendemain matin, la préparation est filtrée avec une étamine a fromage pré-
humidifiée avec une solution W5 (0.1% glucose, 0.08% KCI, 0.9% NaCl, 1.84% &&3hM
MES-KOH pH5.7) dans un tube FaloB0 mL. La solution est recouverte avec 10 mL de
solution W5 qui constitue le gradient de sucrose. Le tout est centrifugé 2 minutes a 100g (Eviter
les systemes de freinage et le froid). Apres I’étape de centrifugation, les protoplastes sont
collectés au niveau de I’interface entre la solution d’enzyme et la solution W5 dans un Falcon® 15
mL. Les protoplastes sont ensuite centrifugés 2 minutes a 100g (pas besoin de précautions
particulieres) trois fois et rincés avec 5 mL de solution W5 entre chaque centrifugation. Apres le
dernier rincage, les protoplastes sont resuspendus dans 1 mL de solution MMG (4 mM MES-
KOH pH 5.7, 0.4 M mannitol et 15 mM Mg$}!
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Pour I’étape de transfection des protoplastes par les constructions GOX2/GFP, 10 uL de
plasmide de chaque construction (concentrées a 1 ug et 2.5 pug) sont mélangés avec 100 uL de
protoplastes dans le MMG et 110 pL de PEG. Le tout est mélangé et mis a incubé 20 minutes a
I’obscurité. 600 uLL du tampon W5 sont ensuite ajoutés, le mélange est centrifugé a 100g pendant
2 minutes et le surnageant est retiré. 500 uL du tampon W5 sont ajoutés et le tout est incubé la
nuit a I’obscurité a température ambiante dans une plaque de titration. Les observations sont
faites avec un microscope confocal SP2 L2ica

3.7 Isolement des suppresseurs sans DspA/E

Afin d’isoler les suppresseurs sans 1’effecteur DspA/E, il a fallu récupérer les plantes F2 issues d
croisement entre les suppresseurs et Col-0. Ces F2 sont passées sur estradiol de fagon a éliminer
les plantes qui portent DspA/E sans la mutation ou qui portent DspA/E avec la mutation a 1’état
hétérozygote (9/16 de plantes ne germant pas). Les plantes qui germent sur estradiol sont ensuite
repiquées en chambre de culture afin d’étre génotypées par la suite. Parmi ces plantes survivantes,

on trouve des plantes portant DspAftHa mutation a 1’état homozygote (1/16), des plantes

portant DspA/E a I’état hétérozygote et la mutation a I’état homozygote (2/16). Cela fait en tout

3/16 de plantes que 1’on élimine apres le génotypage de DspA/E par PCR. Le reste des plantes a

été génotypé par la méthode des CAPS. Parmi les plantes restantes, les plantes intéressantes ne
représentent que 1/16 du total. Les autres plantes portent la mutation a I’état hétérozygote (2/16)

ou ne la porte pas (1/16). Ce qui signifie que sur 100 plantes, seulement 6 plantes porteront la
mutation a I’état homozygote. Le génotypage par CAPS a été effectué¢ a 1’aide des amorces
GOXI181F(TTACAGATTACTACATCAACG) et GOXExon3/4R
(CTACTCAGAACAATCATAACG) et I’enzyme de restriction Lwel (SfaNI) pour le suppresseur
I1-36-1.Pour le suppressel#l8-1,le génotypage a été effectué avec les amorces GOXH361-
(GATGTGAACAAAATTGATATG) et GOXII361-R (GATGTGAACAAAATTGATATG) et

I’enzyme de restriction Mwol (HpyF10VI). Un exemple d’identification par marqueur CAPS

pour le suppresseinl8-1est présenté en annexe 3.

4. Méthodes de biochimie

4.1 Incorporation a la méthionine 35’

L’incorporation a la méthionine marquée et la migration des protéines totales sont décrites
dans Degrave etl. (2013).

4.2 Déposition de callose

La procédure pour la déposition de callose est décrite dans DegedvE608).

4.3 Mesure de ’activité glycolate oxydase

Les échantillons sont broyés a I’aide du TissueLyser 11 Qiager? a froid dans des Eppendorf de
2ml contenant 2 billes de verrklenzyme est récupérée des extraits protéiques grace a des
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colonnes NAP-5 Sephadex G-25 DNA grade de GE Healthdags colonnes sont équilibrées

avec 10 mL (4 x 2.5 mL) de tampon Tris (50 mM pH8). Les échantillons en poudre sont
resuspendus avec 600 pL de tampon Tris supplémenté avec un cocktail anti-protéasgesst_e
centrifugé pendant 10 minutes a 14000 RPM. 550 pL des échantillons sont récupéreés et placés
dans une nouvelle série de tube Eppendorf 1.5 mL. Le tout est centrifugé 5 minutes paarr élim

les débris. 500 pL sont récupéreés et passés sur les colonnes équilibrées. Oroénedéssavec

1 mL de tampon Tris dans une nouvelle série d’Eppendorf. Un Bradford a 595 nM est effectué

sur les extrait protéiques. L’activité glycolate oxydase se mesure a 30°C. Pour chaque
échantillon, 730 pl de Tris & 30°C sont ajoufés.L d’O-Dianisidine & 8 mM (Signf3, 10 pL

de glycolate & 1 M (Sigma) 200 uL de I’échantillon dans la cuve du spectrophotometre. Le tout

est mélangé I’aide d’une spatule puis rapidement 10 pL de peroxydase & 1 mg.riLsont

ajoutés. Le tout est mélangé et la cinétique est lancée pendant 5 minutes. Lorsque la courbe de
vitesse d’apparition du substrat (I-odianisidine oxydée) est en phase linéaire un intervalle de
temps de 1 minute est relevé pour mesurer la vitesse de la réaction.

4.4 Mesure des sphingolipides totaux

La procédure pour la mesure des sphingolipides totaux est décrite dans (Markham and
Jaworski, 2007). Les mesures en contenus des sphingolipides dans notre étude ont été effectuées
sur des plantules agées de 10 a 12 jours et cultivées en jours long.

4.5 Dosage des métabolites

Des plantes agées de 5 seraaimt été infiltrées a 1’eau ou inoculées avec la souche sauvage

d’E. amylovoraou le mutant de DspA/EI§pA/B. 5 a 6 feuilles pour chaque conditions ont été
prélevées dans de I’azote liquide et broyées. Entre 15 et 25 mg de poudre ont été traitées sur la
plateforme métabolomique de I’observatoire végétal en GC-MS Agilent. La poudre est mélangée

dans 2 mL de méthanol a 80% puis du ribitol a 100 mmol est ajouté comme étalon interne. Les
échantillons sont ensuite dérivésa. GC/MS Agilent de I’observatoire du végétal possede une
source a Impact électronique (EI) et une source a lonisation chimique (CI). Un analyse
quadripolaire permet la caractérisation et la reconnaissance des métabolites a I'aide d'une
bibliothéque. Le traitement des résultats se faityme Analyse en Composante Principale
(ACP). La mesure des métabolites, a également été effectuée sur des plantules agées de 10 a 12
jours induites ou non avec de I’estradiol 5 pM. Ces plantules ont subi le méme traitement que

pour les feuilles inoculées (http://wwwe-ijpb.versailles.inra.fr/fr/plateformes/Observatoire-du-
vegetal.htm).

5. Mesure du stress oxydant

5.1 Marquage de I’H,0; a la 3,3’-DiAminoBenzidine (DAB)

Pour chaque traitement et génotype entre 5 et 9 feuilles ont été utilisées. Les feuilles ont
ét collectées 2 heures aprés traitement (inoculation ou infiltration) dans des tubeSdafidn
mL contenant la solution de DAB & 1 mg.thiCette solution de DAB est préparée a partir d’un
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stock mére & 5 mg.mldont le pH est ajusté entre 3.6 et 38DIAB est préparé dans de I’cau
distillée. Les tubes sont ensuite passés dans une enceinte qui permet de faire le vide. Le vide est
appliqué progressivement jusqu’a atteindre une pression de -25 Pa. Les tubes restent 1 minute
sous cette pression et |la piies est relachée doucement. Ceci permet au produit de s’infiltrer par

les stomates dans I’ensemble de la feuille. Le vide est appliqué trois fois (Attention : Bien vérifier

gue chaque feuille est infiltrée). Les feuilles sont ensuite récupérées et placées dans des boites
Pétri contenant un papier humidifié. Les boites sont ensuite placées a I’obscurité sur la nuit. 14

heures apres infiltration du DAB les feuilles sont décolorées avec de 1’éthanol 96% sous agitation

douce. L’éthanol est régulierement changé lorsqu’il est saturé en chlorophylle. Apres
décoloration totale les feuilles sont conservées dans de I’éthanol 70% ou du glycérol 25% avant

d’étre prises en photo.

5.2Marquage a la2',7'- Dicholorofluorescéine diacétate (DCFHPA)

Le DCFH-DA qui pénétre dans la cellule est désestérifié et oxydél’HaD,
intracellulaire rendant ce composé fluorescent. La fluorescence est observable a la loupe a une
excitation de 470 nm et une émission de 510 nm.

Le DCFH-DA est préparé a une concentration de 30 mM dans du DMSO puis dilué au
100°™ dans de I'eau osmosée. Il est infiltré dans les feuilles sous vide (3 fois une minute).
L'observation se fait a la loupe sous filtre GFP, a I'aide d'une lampe a vapeur de mercure.

5.3Marquage de I’O," au NitroBlueTétrazolium

Le NBT est préparé le jour méme. Il est préparé a 1 mgaabhs du tampon phosphate 100
mM pH 7.4. Les feuilles sont plongées pendant 15 minutes dans la solution de NBT et une seule
infiltration sous vide est appliquée. La décoloration s’effectue comme pour le DAB (Attention:
Le précipité bleu formé ne se conserve pas plus de 3 mois contrairement au précipité brun de
DAB).

5.4 Marquage de I’ H,O, au chlorure de cérium et préparation des échantillons pour les
observations au microscope électronique

Des morceaux de1 par 0.3 mm d’échantillons sont découpés dans les feuilles inoculées ou

infiltrées. Les morceaux découpés ont ensuite été marqués au chlorure de cérigrb(Q&CI

dans du tampon MOPS 50 mM pH 7.2 pendant 1 heures a température ambigateahidtons

sont ensuite fixés. Pour cela, ils sont plongés dans 3 mL de fixateur (tampon Cacodylate 0.1 M
pH 7.2, 1.5% PFA (Paraformaldéhyde) et 2% GA (glutaraldéhyde)) dans des piluliers pendant 4
heures. Une alternance de vide/agitation est effectuée au cours de ces 4fimedecfame
pénétrerle fixateur dans 1’ensemble des tissus. Les échantillons sont ensuite lavés avec du

tampon cacodylate 4 fois 15 minutes sous agitation. Ils sont stockés a 1’obscurité pendant une nuit

a 4°C. Le tampon cacodylate est remplacé par le post-fixateur (Cacodylate 0.1M pH 7.2 et OsO
(TétraOxyde Osmium)). Les piluliers sont fermés et peuvent rester 1 heure a température
ambiante ou 4 heures a 4°C. Les échantillons sont ensuite rincés avec de 1’eau miliQ 3 fois 10
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minutes sousgitation. Une déshydratation croissante a 1’éthanol est ensuite effectuée pendant 30

minutes a chaque étape avec de 1’éthanol 25% tout d’abord puis du 50%, du 70% (possible de

laisser sur la nuit & 4°C) puis 85% et enfin 90% pendant une nuit a 4°C (possible pendant deux
jours). 3 bains successifs d’éthanol 100% d’1 heure sont ensuite effectués. Les échantillons sont

ensuite mis dans un mélange 50% éthanol absolu, 50% oxyde de propylene pendane3@ini

3 bains successifs a I’oxyde de propyléne de 30 minutes sont appliqués, le tout sous agitation afin

de terminer la déshydratation et commencer I’imprégnation en résine. Un premier bain constitué

de 2/3 oxyde de propyléne et 1/3 résine Epoaldite est effectué pendant une nuit sous
agitation a piluliers fermés. Un second bain 1/3 oxyde de propyléene et 2/3 résine Epon-Araldite
est effectué pendant 9 heures toujours sous agitation et a piluliers fermés. Les pduliers
ouverts la nuit pour évaporation. Un bain de résine pure pendant 1 heure est ensuite effectué a
piluliers fermés et un autre bain a piluliers fermés. L’inclusion en résine des échantillons est

ensuite effectuée en moule-cercueils préalablement remplis avec de la résingmicaigation

de la résine s’effectue pendant 48 heures dans une étuve a 60°C. Les blocs de résine formés
contenant les échantillons sont ensuite démoulés et identifiés.

Les blocs sont ensuite préparés pour la coupe. Une premiére préparation grossiere a la lame
de rasoir est effectuée afin de passer uniquement 1’échantillon pris dans la résine au microtome.
Une série de premiéres coupes semi-épaisses (entre 50 et 100 uM) est effectliéérav
microtome. Ces coupes sont passées dans du bleu de toluidine 0.1% et montées entre lame et
lamelle & I’Eukitt® (Dominique Dutsher) afin de vérifier I'intégrité des tissus. Une fois la
vérification faite, des coupes ultfaes (entre 50 et 70 nm) sont effectuées a 1’aide d’un rasoir en
diamant. Les coupes sont ensuite récupérées sur grille de cuivre pour microscope électronique a
transmission et sont observé avec le microscopeZEis912 Omega.

6. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées grace a I’arbre de choix des tests statistiques
proposé par Anastat (http://www.anastats.fr/) ou par le site web SISA
(http://www.quantitativeskills.com/sisa/) ou par le site welposé par ’'UPMC et ’'INSERM
(http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/).

7. Alignements de séquences

Importation des données :

L’analyse des séquences s’effectue avec le logiciel CLC Genomics Workbench 6.0.2.
Dans un premier temps, un espace de travail est créé (dossier avec les fichiers d’analyses).
Ensuite les fichiers de séquence brute sont importés. Il faut cliquer sur « Import » et sélectionner
les 2 fichiers en .fastq.gz. Le premier fichier correspond a la séquence en Forwacheiden
Reverse. Dans les options géneérales, il faut cliquer sur « Paired reads » (ceci ermet d
sélectionner les deux sens de la séquence) et Discard read names (ceci permet de gagner de
I’espace). Ne pas cocher « Discard quality scores ». Le séquencage a été effectué en Paired-end
(Forward-Reverse), cette case est donc sélectionnée. La distance minimale a ctiei30Gst
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la distance maximale de 500. Dans les options lllumina, la case « Remove failed reads » est
cochée. Et pour les « Quality scores », le séquencage ayant été effectué en gquailitz |l
récente, la ligne « NCBI/Sanger or lllumina Pipeline 1.8 and later » est sélectiopré&seayoir

cliqué sur « Next », on sélectionne la case « Make Log » et une sauvegafféetegteedans le

dossier de travail créé au début de I’analyse. Aprés avoir cliqué sur « Finishy, le temps d’attente

de I’importation de la séquence varie entre 15 et 30 minutes selon la puissance de I’ordinateur.

Alignement sur I’annotation du TAIR :

Les alignements de séquences son effeatwe 1’annotation du TAIR10. Dans 1’onglet
« Toolbox », puis dans le dossier « NGS Core Todieption « Map Reads to Reference » est
sélectionnée. Dans la fenétre, la séquence récemment importée est sélectionnée et se retrouve
dans la colonne « Selected Elements ». Apres avoir cliqué sur « Next », la séquence de référenc
sur laquelle la séquence d’intérét est alignée est sélectionnée. Cette séquence est « Arabidopsis
thaliana (Col-0 TAIR10) sequence ». « No masking » est sélectionné. Dans les options de
mapping, le « Mismatch cost » doit étre sur 1, « Insertion cost » reste a 3 et le « Deleti@n cost »
3 également. Le « Lenght fraction » est modifié en 0,95 et le « Similarity fraci®no9 si on
souhaite étre tres stringent. Il est possible de diminuer la stringence en rentrant les paramétres a
0,9 et 0,95 respectivement. Ne pas cocher « Global alignment », laisser coché « Auto-detect
paired distances » et laisser « Maps randomly » coché. Aprés avoir cliqué sur « Nesdate«
reads track est sélectionné » ainsi que « Create report et Collect un-mapped reads », une
sauvegarde est a effectuer dans le dossier de travail et un « Log » égalementN&pies te
logiciel aligne la séquence sur la référence du TAIR.

Détection de SNPs :

La détection de SNPs s’effectue vial’onglet « Toolbox » dans le dossier « Resequencing
Analysisy, I’option « Quality-based Variant Detection » est sélectionnée. Dans la fenétre, la
séquence récemment alignée avec la séquence du TAIR est sélectionnée et se retrouve dans la
colonne « Selected Elements ». Apres avoir cliqué sur « Next », on sélectionne les filtres de
qualité. Il faut établir une fenétre de lecture autour du SNP. Pour cela on séldetimmbre de
nucléotides autour du SNP. On choisit une fenétre de 11 nucléotides (« Neighborhood radius »)
autour de la mutation. On autorise un seul « Gap » et/ou « Mismatch ». La qualité ndaimale
le voisinage du SNP est de 30 (« Minimum neighborhood quality ») et la qualité minimale du
nucléotide central est de 40 (« Minimum central quality) ce qui correspond a un choix de qualité
minimale obtenue pour les séquences (appelées reads). Les cases roigispecific matches et
Ignore broken pairs » restent cochées. Aprés avoir cliqué sur « Next », on sélectionne le
minimum de couverture des SNPs, c¢’est-a-dire le nombre de séquences qui vont étre identique
pour un SNP. Dans « Minimum coverage » le nombre 10 reste tel quel. Ensuite parmi les 10
séquences de cotrture minimale on sélectionne un pourcentage d’apparition du SNP, dans
« Minimum variant frequency (%) » Ces deux derniers parameétres jouent directement sur la
stringence de la recherche de SNPs. Dans un premier temps, une stringence forte est appliquée.
Les paramétres « Minimum coverage » et Minimum variant frequency (%) » sont E000 et
respectivement. Il est possible ensuite de diminuer la stringence dans le cas ou trés peu de SNPs
sont trouvés. Il est également possible d’étre trés peu stringent de fagon a faire une cartographie
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pour localiser le pic de SNPs permettant de localiser plus précisémenitatien d’intérét. La

case « Advanced » doit étre cochée avec les paramétres « Maximum coverageRegQbed

variant count » & 10 et « Sufficient variant count » & 200. Dans « Variant filters » la case
« Require presence in both forward and reverse reads » doit &tre cochée. Apréisja®a@uic

« Next », laisser le niveau de ploidie sur 2 et le code génétique sur standesavprcliqué de
nouveau sur « Next », les cases « Create track », Create annotatedtat\éake log » doivent

étre cochées. Sauvegarder et cliquer sur « Next » puis « Finish shéachecde SNPs se faia

le tableau généré par le logiciel (« Annotated table »). Le tableau est constitwdkbdeiés. La
premiére colonne (« Mapping ») présente la région de mapping ou une vadatda séquence

a été identifiée par rapport a la séquence de référence du TAIR. Les résultats de mapping sont
donné dans I’ordre des chromosomes 1 a 5 et des organites mitochondrie (Mt) et plaste (Pt). La
seconde colonne (« Reference position ») présente la position de réfiérgdR ou le logiciel

a détecté une variation dans la séquence d’intérét. La troisiéme colonne (« Type ») présente le

type de variation qui a été détectée. La quatrieme colonne (« Lenght ») présente la emgueur
nucléotides de la variation. La cinquiéme colonne (« Reference ») présente le nucléotide de la
séquence de référence. La sixieme colonne (« Allele ») présente la variation allélique de la
séquence d’intérét. La septiéme colonne (« Linkage ») indique le groupe de liaison
d’appartenance de SNPs situés dans la méme séquence (reads) dans le cas ou plusieurs SNPs ont

été détectés dans le méme read. La huitiéme colonne (« Linkage ») indique si la variation est a
1’état homozygote ou hétérozygote. La neuviéme colonne (« Count ») indique le nombre de
séquences pour lesquelles la variation est apparue. La dixieme colonne (« Coveragessindiqu
couverture, ¢’est-a-dire le nombre de reads présents a la position correspondante. La onzieme
colonne (« Frequency) indique la fréquence a laquelle la variation a été détectée par le logiciel
dans les séquences (Count/Coverage). La douzieme colonne (« Forward/reverse balance »)
indique si la part de présence d’une variation sur un read Forward et son complémentaire

Reverse. Une variation présente dans les mémes proportions sur les reads forward et reverse
affichera une balance de 0.5. La treizieme colonne (« Average quality ») indique ladpialité
score (que 1’on peut observer dans le fichier importé au départ) de la base ayant subi une
variation. La quatorzieme colonne (« Overlapping annotations ») indique si la variation est liée a
une annotation (par exemple si la variation est située dans une séquence codante). La quinzieme
colonne (« Coding region changgindique si la variation touche la séquence codante d’un gene.

La derniere colonne (« Amino acid change ») indique si le changement de variation dans la
séguenceodante d’un geéne provoque un changement d’acide aminé dans la séquence protéique

ou si la mutation est synonyme.

Commentaires :

Dans la « Navigation area », un fichier « Mapping summary repport » a été créé par le
logiciel aprés I’alignement avec la séquence de référence du TAIR. La consultation de ce
document est nécessaire pour avoir une idée de la qualité de la séquence effectuée par le
séquenceur. Une colonne « Total reads » donne le nombre de reads totaux séquences. Par
exemple, pour les suppresselil8-1, 1-40-1et11-36-1le nombre total de reads était compris
entre 65 et 80 millions contre 35 millions pour le suppresse@.. Le logiciel donne également
le pourcentage de reads qui ont pu ou non étre alignés sur la séquence de référence. En
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conséquence de ces résultats, la stringence pour I’alignement d’une séquence d’intérét sur une

séquence de référence pourra étre revue. Par exemple, pour une méme stringenghkt (« L
fraction=0.90 et Similarity=0.95) pour les suppressetfs1etl-50-1. Le pourcentage de reads

qui ont pu étre alignés sur la séquence de référence représentait 97% pour le supi@dseur
tandis que pour le suppressé®0-1le nombre de reads qui ont pu étre alignés ne représentait
gue 60%. Ces résultats indiquent que la séquence du suppres8duest de moins bonne

qualité que les séquences des autres suppresseurs. En conclusion il faut effectuer des analyse
moins stringentes afin de pouvoir aligner plus de séquences sur la séquence de référence pour
augmenter la possibilité de trouver des SNPs.
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Annexe 1: Analyses des SNPs présents sur les autres chromosomes des
suppresseurd-18-1, 1-40-1 et 11-36-1

Les profils ont été effectués grace a une recherche de SNPs non-stringente (30&oloaneellCLC

genomics. En ordonnées les fréqueniCesparition des SNPs dans les reads sont indiquées et en abscisse
la position des SNPs est indiquée.
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Fréquence des SNPs du suppresseur I-40-7 sur le chromosome 5
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Annexe 2: Candidats potentiels présents dans la zone du pic de SNPs du

suppresseurl-40-1

Dans I’ordre affiché dans lescadres: La premiére information correspond a la positioe shromosome,
ensuite est affiché le numéro du géne dans lequel le SNP est présent. En tpoisigoneest présentée la
fonction du géne. En quatrieme position est présenté le type de SNPs aeecofpnbre de reads
présentant le SNP et en derniére position la modification induite par le SNP. Trpphame, Pro:
Proline, Ser: Sérine, Asn: Asparagine, utr: Untranslated region, *: Stop.
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Annexe 3: Exemple de confirmation par CAPS de la mutation dans le géne de
la glycolate oxydase du suppresseuir18-1

La portion d’ADN qui entoure la mutation a été amplifiée par PCR. La réaction de PCR digérée par
I’enzyme de restriction Mwol qui reconnait le site de restriction GCNNNNN~NNGC. Le profil de
digestion de la lignée 13-1-2 comme témoin négatif, du supprdsk@ret de quelques F2 est
présenté. Les mémes résultats ont été obtenus pour les 100 F2 issues du croisemeritI$-11.-2 x
Les fleches blanches indiqutées bandes discrimant la présence ou I’absence de la mutation. -: Mix

PCR sans matrice et L: Ladder,
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Annexe 4 Hypothése de I’effet de mutations sur la toxicité de DspA/E

Chaque case correspond a un individu. Leseteidiquent le phénotype de I’individu de la case. (R):
L’individu germe quel que soit la condition. (S): L’individu ne germe pas lorsqu’il est semé sur estradiol.
(I): Le résultat est incertain, cela dépend de I’effet de la mutation sur la toxicité de DSpA/E. (M) : allele
sauvage du génen : allele mutant du gene.
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Atd4g01250 WRKY22 transcription factor

At5g24110 WRKY30 transcription factor

At5g13080 WRKY75 transcription factor

At2g48400 WRKY46 transcription factor

Atdg02380 late embryogenesis abundant 3 family protein / LEA3 family protein
At1g74710 isochorismate synthase 1 (ICS1)

At2g47730 glutathione S-transferase 6 (GSTS)

At5g20230 plastocyanin-iike domain-containing protein

At3g52430 phytoalexin-deficient 4 protein (PAD4)

At1g80840 WRKY40 transcription factor

At3g19010 owdoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein

Atdg31800 WRKY18 transcription factor

At1g82300 WRKYE transcription factor

At4g39030 enhanced disease susceptibility 5 (EDSS)

At5g03630 monodehydroascorbate reductase, putative

AtSg05730 anthranilate synthase, alpha subunit, component|-1 (ASA1)
At1g72520 lipoxygenase, putative

At2g23320 WRKY 15 family transcription factor

At3g48080 disease resistance protein (EDS1)

At2g24850 aminotransferase, putative

At2g30250 WRKY25 family transcription factor

At5g14930 SAG101

At2g40740 WRKYS55 transcription factor

At2g04400 indole-3-glycercl phosphate synthase (IGPS)

At3g04580 ethylene receptor, putative (EIN4)

At1g01480 1-aminccyclopropane-1-carboxylate synthase 2/ ACC synthase 2 (ACS2)(ACC1)
Atd4g23810 WRKYS3 family transcription factor

At5g51070 ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit (ClpD), (ERD1)
At3g01870 WRKY45 transcription factor

At1g20630 catalase 1

At1g32350 alternative oxidase, putative

Atd4g28420 aminotransferase, putative

At2g40940 ethylene response sensor/ ethylene-responsive sensor (ERS)
At2g06050 12-oxophytodienoate reductase (OPR3)/ delayed dehiscence1(DDE1)
At3g08940 monodehydroascorbate reductase, putative

Atdg11280 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 6/ ACC synthase 6 (ACS6)
At3g10980 expressed protein

At5g03730 serine/threonine protein kinase (CTR1)

At5g07100 WRKY28 (WRKYDNA-binding protein 26); transcription factor
At3g10980 expressed protein

At3g22400 lipoxygenase, putative

At2g30580 WRKY21

At1g683840 monodehydroascorbate reductase, putative

At1g11790 prephenate dehydratase family protein

At2g25080 phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, chloroplast/ PHGPx (GPX1)
At2g28000 RuBisCO subunit binding-protein alpha subunit, chloroplast

At1g01420 UDP-glucoronosyllUDP-glucosyl transferase family protein

At3g51240 naringenin 3-dioxygenase/ flavanone 3-hydroxylase (F3H)

At4g31870 glutathione peroxidase, putative

At5g15950 adenosylmethionine decarboxylase family protein

Atd4g35080 catalase 2

At2g28450 glutathione S-transferase (103-1A)

AtCg00490 large subunit of RUBISCO

At5g53120 spermidine synthase, putative / putrescine aminopropyltransferase, putative
At2g25000 WRKYS0

Annexe 5 Liste des génes du transcriptome d’A. thaliana en réponse a
E.amylovoradécrits comme modulés par ’'H,O; et I’O,”

La liste de génes modulés par les FAOs provient de la publication de Talst2806. Cette liste de
géenes a été comparéex données transcriptomiques d’A. thalianainfectée pak. amylovora,
effectuées a ’'URGYV d’Evry (http://www.versailles.inra.fr/urgv/)
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Annexe G La catalase n’a pas d’effet sur E. amylovora

Des suspensions bactériennes préparées avec les concentrations de catalase inditfiéldadad en
série, puis déposeées sur milieu LB. Les colonies bactériennes formées ont ensuite égscompt

245



Annexes

35
30 I T

25

20

15

10

Moyenne des niveaux de gris (U.A)

Eau Catalase S000U Ea Ea + Catalase

Annexe % La catalase induit la formation d’un stress oxydatif

Des feuilles de 1I’écotype Col-0 dgées de 5 semaines ont été infiltrées avec de I’eau ou de la catalase a
5000U ou inoculées avec la souche sauvage d’E. amyovora avec ou sans catalase 5000U . Les feuilles
ont ensuite été prélevées 16 heures post-inoculation et infiltrées sous-vide avec le DCFH-DA. Les
observations sont faites sous une loupe binoculaire avec filtre GFP.

246



Annexes

1: Accumulés Jors de 1'infection par la bactérie
de maniere DspA/E-dependante ot par DspA‘E
seul.

Lysine, Stigmastérel, Plpecolate

2 Réprimes par [a bactérie de maniére DspA/E-

dépendante et par DspA'E seul
Fumarate, Myo-inositol

3: Accumulés Jors de I'infection par la bactérie
ct par DspAE seul. DspAVE n'est pas le seul

inducteur:
Sucrose, fructose, maltose, Salicylate,
Glycosylsalicylate

4: Réprimés par Ia bactérie et par DspAE seul
DspAE m'est pas le  seul suppresscur
Homosérine, Déhydroascorbate

§: Nonm-modulés par la bacterie. Accumules
sudte & "expression de DspA/E
Anhydroglucose, Spermidine, Pyruvate,
glutarate, Oleic  acid, Linolic acid,
Elcosaonate, Sérine, A-aminoadipate

6: Non-modulés par la bactéric. Reprimes suite
it I"expression de DspAE

Galactosylglycérol, Galactose,
Digalactosylglyeéral, Urate, Threonate-
lactone, Threonate, Glycérate, Galactonate,
Erythronate, Citrate, Phytol-2, Glycine,
GABA

A: Perte  d'inductiowrépression  chez  les
suppresseurs (comme 7-2.1),

B: Pas de perte d'induction/vepression chez tous
les suppresseurs (comme 13.1.2),

Annexe 8: Métabolites modulés en réponseka amylovoradépendant ou non
de DspA/E dans les suppresseurs et Col-0

Des feuilles de plantes agées de 5 semaines (cadre bleu) ou des plantules deut® gcadre vert) ont

été traitées par la souche sauvage d’E. amylovorade 1’eau ou le mutant bactérien de DspA/EspA/B

pour les plantes et par de I’eau ou de I’estradiol pour les plantules. Les prélévements ont été effectués a 24

heures post-induction ou inoculation. Les métabolites sont classés par catégories (deeIn&véu

relatif d’induction d’un métabolite est indiqué par des signes +. (+): Peu ou pas présent; (++): Iégérement
induit; (+++): Trés induitMock : Eau ; Ea E. amylovora ; Supp$Suppressest
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: Référence Sequence 5'-3 Nombre de bases
_ SGOSASO-40-1-F  ATSGORASO 21
SGORAS0-140-1-F, ATSGOR450 TTAAGTTGTGGAAAGAATATG 21
5G13950-140-1-F ATSG13950 CACAGAGAAGAAAAAGAANAA 21
SGI3050-140-1-R. AT5G13950 AAGGAAATCTCAAAAGAAAAA 21
SG14610-140-1-F ATSG14610 ACTGAATGATATCCTTGAAAT 21
S 1A010-140-1-R ATSG14610 GUTTCTATAATTC TGATGGTT 21
_ SGISSO0-L0-1F ATSGISS90 GCTCTGITCTCTAGAGATTGT 21
5G18590-140-1-R ATSG18590 GCTCTGAAACATATCCTTTAG 21
SUTRGOX1-F AT3GE14420 CT&CG&GMTMG.&ACGMM 20
SUTRGODX1-R AT3IGI4420 CTGAGTTAGCTACCTICTIGTG 20
AOS-F ATSGA2650 ATGCCGTCAACGGAACTAAC 20
ADS-R ATSGA2650 CCTCCGUTAATCGGTTATGA 20
ATIGA07 50-F ATIGI0750 TTGGCTACCACACATGOACT 20
AT2GA0750-R ATIGA0750 CCTGTCGAAGAGCCCTCATA 20
AT2GA6400-F ﬁﬂ{}iﬁdi}ﬂ TTGAG& F_.!GT(I"I GTG’G ULA : 20
A]'EGJMDD-R AT2GAR400 ['AAEE AATECTGTEEGM 20
ATIGIMEALP AT3G14415 CA.C]T[TCCGAGTGCTIT'!TG 21
ATIGIA5A-LP AT3GLHAA]S CACTITTICCGAGTGCTITTITG 21
AT3GI44I5A-RP AT3G14415 GUAGTAGGAGCAACCATGATC 21
AT3G14415A-RP AT3G14415 GCAGTAGGAGCAACCATGATC 21
ATIGI23T0-F AT3G22370 TCGTGAT GTTGTGM‘GGTT{} 20
MSGJZ?;?EI-R_ A’l }GZT'ETEI 1'1'(2@6&%6{3(2{}&&1‘ (‘C.-i 20
ATIG52430-F ATS-GSE#]D E‘MC’]’CTI:&GEEEAGCCACT 20
AT3IG2430-R AT3IGS2430 GCCTCATCCAACCACTCTTIT 20
AT3GS600-F AT3GE6400 CAGGACGCATTTICTTGGAG 20
ATIGSAHAM-R AT3G56400 TTGCTCTTGGGAGTTTC TG 20
ATSGORAS0A-LP ATSGORASD ATTACCAAAATGCCGTCTT TG 21
_ ATSGOR4S0A-RP  ATSGOS4S0 AGAACCATCTGACAAACGGTG 21
AT qli‘_i'lilfﬂdfSII‘.IE.!-L.[" A‘l”l-(“jﬁﬂ.dfrﬂ CTCTGGCCTETCCAM TﬁG : 21
‘LTSG_‘H_M_SDB-RP ATSGOR450 TTAATTGATGT ['J.TEEGCTG-G 21
ATAGII050A-LP ATSGLI050 TCCGTAGTTACCAGACGCAAC 21
ATSGIAOS0A-RP ATS5G13950 GCAGGTGTCACAGCTITAACC 2]
ATSGI3050B-LP ATSG1 3950 AGAGTGGTGATATGGCACCAG 2]
ATSG13950B-RP ATSHG] 3950 AACTCTGAGAAGGCTCGGATC 21
_ATSGUEIOALP  ATSG14610 GIGATGGTCTTTGICATTGGG | 21
ATSGI4610A-RP Al3G14610 ATTICATACCTCCCGUAGAAG 21
ATSG14610B-LP ATSGL4610 TGAGTMGGACTTGTTEGCC 23
AT5G14610B-RP ATSGL4610 TTGCAAATACTGGAGGGTTTG 21
ATSGIESMNA-LP ATSG1R590 CAATCAGCCTCTGTGAAGAGG 21
ATSGIRS0A-RP AT5GIE590 GCTTCCTCTTAATTGCACGTG 21
ATSGIRSHMIB-LP ATSGIRS90 ATCCACCTTGTTGGATGTGAC 21
ATSGISS90B-RP  ATSG18590 AGGCCATTGCTIGGTAATTG 20
AtFLS-F ATSGORG40 AGAA{-CT%T CGG %GALGTI‘ AI TAGG 25
AtFLS-R AT 5G4 GGTMCTGTAATCCTTGM&GC%M 25
AthCHIB-F AT3G12500 TTIGICCTGCTAGAGGTTTCTACACT 25
AthCHIB-R AT 2500 ATCAAGATTACCACCAGGATTAACA 25
AIMHEL-F ATIGO4720 GAAGATCAGACTTAGCATAACCATCA 26
AthHEL-R AT3G0AT0 ATCGGTGTCTATTTGAT TGAACATT 25
AtMYB30-F AT3G2R910 GGACGCAAGAAACATCTACAAC 22

Annexe 9: Tableau des oligonucléotides utilisés dans cette étude
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| ADMYB3O-R AT3G28910 GCACACTCCTTCCCATCATC 20
 CAPS2761900-F CAPS AGTITTGTGGTTCTAATTCAA 20
| CAPS2TE1900-R CAPS TTATCAAGCCCTAAGAGTATT 20
CAPS4183338-F CAPS ATTACTGGCAACAAGATAAAT 20
CAPSA183338-R CAPS TTGAAAACATAGTCTTITGCTA 20
CAPSS067TA5-F CAPS AATCTTTTGTGTTGGAGTCTA 20
CAPSS06T745-R CAPS TICAACACTCTCTCTCATTTA 20
_ CAPSSITOR49-F CAPS AAATCATAAGGTGATGGGTAT 20
CAPSS279849-R _CAPS GIGCTIGATT TAAACTTCATT 20
CAPS5280755-F CAPS AATTATGGATAAAGAGTGTGG 20
CAPSIZR0TS5-R CAPS CCTCTATGTCCTTICTCACTTT 20
CAPS5284521-F CAPS ATAGACTCAACCGCATTACTA 20
CAPS32R4521-R CAPS TAGCTGITAGTGATATTCGTG 20
| CAPSS5285951-F CAPS ACTCTITCTTTGTAC TCTCGA 20
 CAPS5285081-R CAPS ATAGATTTGAAATTGGTGTTG 20
CAPS6639698-F CAPS AACTAAACCAAACIAAACCAG 20
CAPS6639698-R CAPS CITGTCATTCAAATAGTCAAC 20
CAPSB095757-F CAPS ATAATCAGGTAGGCATAAAAT 20
CAPS8095757-R CAPS TCTTAGTGGTAAATTTCGTTT 20
CYPAIO-I118-1-F AT3G20100 AAACCATACTTAAACACCATT 21
CYPAI9-1118-1-R AT3G20100 AACCTTTTCTCCATTGATTCT 21
 CYPA20-1136-1-F AT3G20110  GTAGTTAATGCTTATGCTGTG. 21
 CYPAJ(-IE6-1-R AT3G20110 GGAAGAAAAAAGAATTAACGA 21
DR3732 AT5G47910 AACTCCGAAATCTCGTCCATTA 22
DspA 2156-R DspAE GATAAGCTGCTCCATCCAGG 20
DispA 5283-F DspAE GTCAGTCCGTCAGCAAAA 20
DspA 5361B-F DspAE AAATACGGUCAGGATCAGAA 20
DspAFS DspAE CGCTCTAGAATGUCTCAGCATGCGCTC 27
DspA Réb DspA/E GCGTTAGAGCTCGGATTGCAGTTIACTCTC 30
DspA-5283F DspAE CAGICAGICCGTCAGCAAAA 20
DspA-3361F DspAE CATGGAGCGCAACATCGGAA 20
DspA-3443F DspAE ATAGCTCAGGCTAATCCGC 20
DspA-5443F DspAE ATAGCTCAGGCTAATCCOGT A 20
DspA-6776F DspAE ATGAGCTGCCTGCCTGGCTTTATC 2]
DspA-TT1TR DspAE ACACGUTGGCGCTGCTGAAC 20
DspAF1 DspAE _ CGCTCTAGAATGGAATTAAAATCACTG 27
DspARS DspA/E CGCGAGCTCTIACTIATGGCGGCUGGGAGT 30
DspAR4 DspA/E GCGGAGCTCTTAATCAAGAATCTCATGCOGG 3
DspA-R3-PAF DspAE GCGITAGAGCTCACCGCTGGTACCCACCGE 30
DspART DspAE CGCTTAGAGCTCAT TGAGCGCGGGTGG 27
DspA-RT-F DspAE COTGTGGGGUATGGTGTTGE 2]
DspA-RT-R DspAE CTGGTGAGCAGCGCTGATAC 21
dSpm1l T-DRA GGTGCAGCAAAACCCACACTTTITACTTC 28
EDS1-F AT3GA8090 GAAGAAGCAGGAGCAGTCGT 20
EDSI-R AT3GAR090 CTCACAGCCATITCCACAGA 20
EDS3-F ATAGIS030 GGEAACAGATGAAAGAGATAGTGAA 25
EDS5-R ATAGIH30 ATTAGTCCACAAACCAATCCAATAA 25

EFl qPCRF ATSGEO390 CGTCACCCTAGCCGCTTTAC 0

EF1 gPCRER ATSGHO3%0 COCATGGTTAGAGACTGTCAAACA 24
EFI-L ATSGH0390 TTGGCGGCACCCTTAGC TGGATCA 24
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EF1-1J ATSG60390 ATGCCCCAGGACATCGTGATTTCAT 25
Egfpld2-R GFFP TGAACTICAGGGTCAGCTTG 20
 ¢GFPS9I-F GFP CGACAACCACTACCTGAGCA 20
eGFP-391-F  GFP CGACAACCACTACCTGAGCA 200
ERF1-F AT3G23240 ATTCTATCGGATCTTCTCCAGATTC 25
ERFI-R AT3G23240 CCTAATCTTTCACCAAGTCCCACT 24
FBRIIB2 FBRI1 GOACTIGAGTAGAAGCTCTGA 21
FBRIIF2 FBRI] ATTGCGCCTCTGOGATGAGAT 20
FMO-F ATIG19250 CGTATTCGAAGCCTCGGATTCAGTC 23
FMO-R AT1G19250 GGTATTCTTGGAACGTCGCCGTATT 25
Fmyb30 AT3G28910 AGGAGGAGTGAAGAAAGGGC 200
GFP-T59F GFP CATCGCCTTCTATCGCCTT 19
GOX1Exonl3UTR-F  AT3G14420 ACGATAATCAGATGAATTTAC 20
GOXIExonl13UTR-R ATG14420 TCATCTACTACTCTCACTTGG 20
GOX1Exonl-F AT3G14420 CACAAGAGGTAGCTAACTCAG 20
GOXI1Exon]-R ATIG14420 AACCAATAACAAACAGTATTT 20
GOXIExon2-F AT3G14420 AAATACTGTTIGTTATTGGTT 20
 GOX1Exon2-R AT3G14420 ACAAGCCTTAGTCTITGTCTC 200
GOX1Exon3d-F AT3G14420 GAGACAAAGACTAAGGCTIGT 20
| GOXI1Exon34-R AT3G14420 ACAACAAGCTCTTGAGATAAC 20
GOX1Exon56-F AT3G14420 GITATCTCAAGAGCTTIGTTGT 20
GOX1ExonSa-RE AT3G14420 CACTCAGGAAAGGTAAACATA 20
GOXIExonT8-F AT3G14420 TATGTTTACCTITCCTGAGTG 20
GOX1Exon78-R AT3G14420 ATTATAGTTGACCTGGTTAGG 20
 GOXIExen910-F  AT3G14420 CCTAACCAGGTCAACTATAAT 200
GOX1Exon¢10-R AT3G14420 GTAAATTCATCTGATTATCGT 20
GOXSUTR-F AT3G14415 TTGTGAACGATAATATGAAAG 20
GOXSUTR-E AT3GI4415 CATATCAATTTTGTICACATC 20
GOXexonl I-F AT3G144135 AGAAAGTTGCTTAAAAACAGT 21
GOXexonlI-R AT3G14415 GITICTGTTICTCTGITITTTT 21
GOXexond/4-F AT3G14415 AAGACTGAGGCTTACTCTAAT 21
GOXexond/4-R AT3G14415 CTACTCAGAACAATCATAACG 21
_GOXexonS/6-F AT3G14415 CGTTATGAT TGITCTGAGTAG 21
GOXexons/6-R AT3G14415 GATCATTGACACTATTCAGAC 21
GOXexon7/8-F AT3GL4415 TCCTAAACTIGTITATGITTCC 21
GOXexon 7/E-R AT3GI44135 TGTCAGGTATTTCTATGACAC 21
GOXexond/10-F AT3G14415 GTGTCATAGAAATACCTGACA 2]
| GOXexond/10-R AT3G14415 ACTGTTTTTAAGCAACTTTCT 2
 GOX-118-1-F ATIG14415 TTACAGATTACTACATCAACG 21
 GOX-118-1-R AT3G14415 TCTCTAGAAATGACTGTTTCA 21
GOX-1136-1-F AT3G14415 GATGTGAACAAAATTGATATG 21
GOX-1136-1-R ATIGL4415 TICGAGTCTAATCAACTCTTA 21
ICS1-F AT1GT4710 AGTGTCATCTGATCGTAATCTGGTT 25
ICSI-R ATIGTATI0 TAAGGGGTGAACTTTTCTGGTTAAT 25
JARI-F AT2G46370 AACTTTCGACATGAACAGAGTCATT 25
JARI-R AT2G463T0 | CAATGTGTTCTCCATTAATTCATCA 25
Lbal T-DNA TGGTICACGTAG TGGGCCATCG 2
Lbal T-DNA GGITCACGTAGTGGGUCAICG 21
Lbhl.3 T-DNA ATTTTGCCGATT TCGGAAC 19
LBh2 T-DMNA CATCAAACAGGATTTTCOGCC 20
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LOH1 lo+ AT1G13580 TTCAAGGAACACATCGCTCG 20
_ LOHl up AT1G13580 TGACAGATTCGTCTICGAGG 20
LOHZ lo+ AT3G19260 TGAAGGGCTAGGATGATTGC 20
LOH2 up AT3G19261 GTCGATGGAGGTCTGGCATTTC 22
Loh3 lo+ AT1G13580 TCAGTCTTCGTGCTCATCTTICG 2
Loh3 lo2+ AT1G1 3580 GGTCCTTCGATTGGATGCTTG 21
Loh3 Up ATIG13580 GTGACTTACAATGAGCCTTGG 21
LOX2-F AT3G45140 TTGAACAAGAAGGTAACACAGTGAA 25
LOX2-R AT3G45140 ﬁCCAAC ATC GT[‘GTACALAI CﬁTAG 25
LOX4-F ATIGTIS20 CGAGGGCTTGCTTAGATACG 20
LOXA-R ATIGT2520 TGAGATCAGCAGGGAGACCT 20
L-TDNA-F T-DNA CAGAGACCCTTGTGTGGATT 20
L-TDNA-R T-DNA AACTGCTAGACCTATCAAAG 20
MYB30-463A8 AT3G28910 GOCTTTCCCATTGGCCTCTTG 20
NahG-33 7R Nah(G ACATAGGGCGTCGATGAAAIC 21
MahG-T0F MahG CTGGAACTCTGCCGCTACTC 20
NHOI-F ATIGREO A ATGGAGATACTGGAAAGTGTGAAAG 25
NHOI1-R AT1GRM60 CAGATCTCTCCAATCACTTCTGAAT 25
OPRI-F AT1GTH680 GGTTTCAGCCAAATGGAAAA 20
OPRI-R AT1GT6680 TCCACTTGGAACCTCTTTGG 20
Pacl6l-3144 ATIG28910 GTGGATTGATG TGATATCTCC 21
Paclal-E409 AT3G2R910 ﬁTﬁl‘l’ GACCAICATﬁﬁ CATTGC 13
PAD3-F AT3IG2AE30 ATATGAAGAAGAAGCAAGAGAACGA 25
PAD3-R ATIG26830 AGAAGTAAAGCAAATTCAACAATGC 25
PDF1.2a-F AT2G26020 TTTGCTTCCATCATCACCCTTATCTT 26
FDF1.2a-R AT2G26020 ACACTTGIGTGCTGGGAAGA 20
_ PERIGSR Vecteur DspA/E CGICAGIGGAGATGGAIC 20
pER3TR Vecteur DspA/E TITCCCGCCTTICAGTTTAAA 20
pERS 12278B-F Vecteur GACAGGGAGCTGGTICACAT 20
PERS-1223AF Vecteur DspA/E AGCCCCCCCATACTCTATTCC 21
pERE-1222C-F Vectenr DspA/E CTTGCTCTTGGACAGGAACC 20
pERS-4123-F  Vecteur DspA'E TTCGCAAGACCCTTCCTCTA 20
PERS-4328-R  Vecteur DspA/E GIGIGIGGCCAATGAAACTG 20
pERSRB-F Vecteur DspA/E COTCAGTGGAGATGGATC 20
PRI gPCRF AT2G14610 TCTTCCCTCGAAAGCTCAAGAT 2
PRI gPCRR AT2G14610 GIGCCTGGTTGTGAACCCTTA 21
PRI-F ATIGI4610 CTGGCTATTCTCGATTTTTAATCG 2
PRI-F AT2G14610 CTGGCTATTCTCGATTTTTAATCG 24
PRI-R AT2G14610 TCCTGCATATGATGCTCCTTATTG M4
PEI1-R AT2G14610 ICCTGC *’LTAT [GATGCT CCTTATTG 24
PRS-F ATIGT5040 ATGGCAAATATCTCCAGTATTCACA 25
PR3-R ATIGTS040 ATGTCGGGGCAAGCCGCGTTGAGG 24
PropDspAFd DspAE CGCTCTAGAATGCTGAAAGGA 21
| gDspA-R DspAE TGGTATCTGTCCCCTCAAGGA 20
RTmyb3 AT3(G28910  ATCACCAATCTGTCCACCAG 20
RT rbohD for ATSG47910 CTACTGGGTGACTAGGGAACAAGG 24
RET rohD rev ATSGAT910 TIAATCTAGAAGTTICTCTTTIGTGGAA 26
SAIL 319 EQ3-F AT2GADTA0 GCTGGTGITGTTICTCTIGETC 21
SAIL 319 FO3-R AT2GA0750 TTCTTGATTCTITTGATCCCG 21
VSPI1-F ATSG24780 CCTCTCACTTTCACTACTCTTGCTC 25
VSPI-R ATSG24780 GAGTATGAGATGCTTCCATTTTGTT 25
VSP2LF ATSG247T0 TGCATCTITACCAAAACATCATAGA 25
VEPL.R ATSG24770 ATGTTGTATCCTITCTICACGAGAC 25
WEREY31-F ATSGOHABLD TGGAGGAAGTATGGCAAGAAN 21
WRKYSI-R ATSGOISL0 COAAGAAGAGAGTGTTIGGTTCC 2
WREYT0-F ATIGS6400 AAAGTTATGAACCAACTCGTTGAAG 25
WREYT(-R ATIGSE400 GAATTTGGCATTAAGAATCTCCTTT 25
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Annexe 10: Voies métaboliques modulées en réponseE& amylovoraet a
DspA/E cheZzA. thaliana
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Recherche de suppresseurs de la toxicité induite chArabidopsis thalianapar I’effecteur
de type 3 DspA/E et étude du stress oxydant au cours de I’infection

Résumeé :

La bactérieErwinia amylovoraest responsable de la maladie du feu bactérieMdk=sae(pommier, poirier...). Le
pouvoir pathogéne de cette bactérie dépend d'une seringue moléculaireyepprié de sécrétion de type 3 (SSTT)
Ce SSTT permet a la bactér@injecter des effecteurs dans les cellules de la plante. Parmiféesegirs injecteés,
DspA/E est I'effecteuindispensable au pouvoir pathogéne d’E. amylovora Cet effecteur est a lui seul capable de
provoquer la mort des cellules chez le pommier et le tabaoeépa la bactérie de se multiplier de maniére transitoi
chezA. thaliana

L’objectif de ce travail de thése était de comprendre la fonadioRspA/E dans la cellule végétale et d’identifier des
facteurs végétaux impliqués dans la toxicité de DspA/E. Afinplendre a cette question, des plantes transgéniques
exprimant DspA/E sous contréle d’un promoteur inductible a I’estradiol ont été construites.

Dans un premier temps, la caractérisation phénotypique des lignées exprimaiid Bgpdkffectuée. Les résultats
obtenus montrent que DsSpA/E est toxique lorsqu'il est exgrirpanta (il provoque la mort des cellules, inhibe la
germination, la croissance racinaire et la traduction) et permet Iglcalionin plantad’un mutant dspA/E

Un crible de mutants suppresseurs de la toxicité de I'effecteur DspAf& effectué sur une lignée transgénique
exprimant DspA/E dans le but d'identifier un ou plusieurs géenes impliquédademacité de DspA/E. Ce crible
suppresseur a permis d'identifier un candidat potentiel impliquélaai®oto-respiration, la glycolate oxydase 2
(GOX2). Lanalyse fonctionnelle réalisée sur le mutant gox2-2a permis de montrer que le gé&p@X2est un régulateur
positif des réponses de déefedsA. thalianaen réponsal’infection par E. amylovora.

Enfin, la caractérisation du stress oxydapdrmis de montrer que plusieurs formes actives de I’oxygene (H,O, et O,")
s’accumulent au cours de I’interaction entre A. thalianaet E. amylovoraCeci a permis également de comprendre le
réle de DspA/E sur ce stress oxydant. Nos résultats suggérentgiyeolate oxydase 2 participeraif induction du
stress oxydant en perturbant le métabolisme des sucres.

Mots clés Arabidopsis thaliana, Erwinia amylovorBspA/E, glycolate oxidase 2, stress oxydant

Abstract :

The bacteriunt. amylovoras responsible for the fire blight disease of Mal@ale, pear...). The pathogenicity of
this bacterium relies on a molecular syringe, the type temetson system (TTSS). This TTSS allows the bagcteto
inject effector proteins into the plant cell. Among these adfactDspA/E is essential for the pathogenicityEof
amylovora This effector can provoke cell death on apple and tobacco and dibadterium to multiply transiently

in A. thaliana

The purpose of the thesis was to understand the function of DspA/E piatiiecell and to identify plant factors
involved in the toxicity of DSpA/E. To answer this question, transgglaicts which express DsSpA/E under an
estradiol-inducible promoter were built.

At first, phenotypical characterization of DSpA/E transgenic Wm&s performed. Our results showed that DspA/E is
toxic when expresseth planta(it provokes cell death, inhibits germination, root growth and translatiorglemgsin
plantamultiplication ofdspA/Ebacterial mutant.

A screening for suppressor mutants of DSpA/E toxicity was performe®spA/E transgenic line in order to identify
one or several genes involved in the toxicity of DspA/E. This sargealiowed us to identify a potential candidate
involved in photorespiration, the glycolate oxidase 2 (GOX2). Functional angkgdormed on thgox2-2mutant
allowed us to show that tli&OX2gene is a positive regulator Af thalianaresponses againgt amylovora.

Finally, characterization of oxidative stress allowed us to gshaivseveral reactive oxygen species@tet O,)
accumulate durind. thalianaandE. amylovoranteraction. This allowed us to understand the role of DspA/E in the
oxidative stress. Our results suggest that the glycolate oX2demseld be involved in the induction of the oxidative
stress by disrupting sugar metabolism.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Erwinia amylovor®spA/E, glycolate oxidase 2, oxidative stress



