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Cela signifie que le texte fait référence a la Figure 2 du chapitre lll.
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CHAPITRE I : INTRODUCTION

Dans la premiére partie de cette introduction, une vue d'ensemble des systémes d'acquisition et de
stockage du fer chez les microorganismes sera présentée. Puis, je décrirai dans une seconde partie le
pendant végétal de I'acquisition et du stockage du fer. La troisieme partie de I'introduction nous
ameénera a explorer les interactions entre les plantes et les microorganismes pathogenes. Enfin, la
derniere partie se focalisera sur les apports de la littérature sur l'interaction entre la plante

Arabidopsis. thaliana et la bactérie phytopathogene Dickeya dadantii.

1. L'acquisition et le stockage du fer chez les microorganismes

bactériens et fongiques

1.1. Généralités sur le fer en dans les systemes biologiques

eme

Le fer est trés abondant sur Terre : il atteint la 4°™ position en tant qu’élément et la 2°™ en tant que
métal. Il est essentiel pour presque tous les organismes vivants (Crichton, 2002). En effet, sa capacité
a facilement échanger des électrons fait du fer un cofacteur de choix dans diverses réactions
biochimiques vitales. Par exemple, le fer est un cofacteur d’enzymes indispensables telles que les
ribonucléotides réductases de classe I, qui catalysent la réduction des ribonucléotides en désoxy-
ribonucléotides (Stubbe and van der Donk, 1998). Le fer entre également dans la composition des
centres fer-soufre [Fe-S], notamment dans les centres [Fe-S] des complexes | et Il de la chaine
respiratoire (Crichton, 2002). On retrouve également le fer dans certaines protéines a heéme comme
la catalase, certains cytochromes et peroxydases. De ce fait, une déficience en fer provoque diverses
conséquences pouvant entrainer des défauts de croissance et des changements morphologiques,
diminuer la synthése d’ADN et d’ARN, altérer le transport d’électrons requis pour certaines réactions
biochimiques et réduire I'efficacité du microorganisme a détoxiquer les formes actives de I'oxygéne
(FAO). Jusqu’a aujourd’hui, seuls les lactobactéries et I'agent pathogene de la maladie de Lyme,

Borrelia burgdorferi, sont connus pour leur indépendance vis-a-vis du fer (Bruyneel et al., 1989;

Posey, 2000).

Peu soluble en condition aérobiques et aux pH neutre et alcalin, le fer est peu biodisponible. Au
cours de I'évolution, les microorganismes ont développé diverses stratégies d’acquisition du fer a
haute affinité dont deux principales. L'une consiste a synthétiser des molécules a haute affinité pour
le fer ferrique appelées « sidérophores » dans le milieu. L’autre consiste a importer des molécules a

fer de I'hote.
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1.2. L’acquisition du fer par les sidérophores.

L'utilisation de sidérophores pour assurer la nutrition en fer des microorganismes est le processus le
plus répandu. Les sidérophores sont produits par presque tous les microorganismes, procaryotes ou
eucaryotes étudiés, a I'exception de Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans et Candida
albicans (Miethke and Marahiel, 2007). Jusqu'a présent, plus de 500 sidérophores ont été identifiés
(Miethke and Marahiel, 2007). Cependant, si ces trois espéces ne produisent pas elles-mémes des
sidérophores, elles possedent la machinerie moléculaire permettant I'utilisation de sidérophores

sécrétés par d’autres microorganismes, nommés alors xénosidérophores.

1.2.1 Les différents types de sidérophores

Lorsque les cellules microbiennes percgoivent une carence en fer, |I'expression des genes codant les
enzymes nécessaires a la synthese et au transport des sidérophores est activée (Saha et al., 2013).
Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire, de 400 a 1000 kDa, avec une forte
affinité pour le fer Fe**et permettent la nutrition en fer des microorganismes (Saha et al., 2013). Ces
molécules contiennent généralement I'un ou plusieurs de ces quatre groupements assurant la
chélation des ions Fe*: les catécholates, les phénolates, les hydroxamates et les a-
hydroxycarboxylates (Figure 1.1) (Miethke and Marahiel, 2007). L'ion Fe*" est chélaté par le
sidérophore selon la denticité de ce dernier. Si le sidérophore est bidenté, le ratio fer-ligand est 1:3,
si le sidérophore est hexadenté, le ratio est alors de 1:1 et la stabilité du complexe est augmentée
(Winkelmann, 2002). L'affinité des sidérophores pour le fer est variable et peut étre supérieure a
K.>10* M selon les conditions environnementales (Raymond and Carrano, 1979). Askwith et al. ont
montré qu'un sidérophore peut extraire le fer de I'acier inoxydable (Askwith et al., 1996). Pour
caractériser la capacité de chélation d'un sidérophore, on utilise le pFe. Le pFe est une valeur
logarithmique dépendante du pH, attribuée au sidérophore par convention lorsque la concentration
en ions Fe (Ill) est égale 3 10°M et celle du ligand égale a 10°M, soit pFe=-log (Fe3+aq libre) a pH=7,4
(Boukhalfa and Crumbliss, 2002).

1.2.2. La biosynthese et la sécrétion des sidérophores
La biosynthése des sidérophores est effectuée selon I'un des deux processus suivants. L'un dépend
d'une enzyme de type peptide synthase non ribosomale (NRPS, Non-Ribosomal Peptide Synthetase).

L'autre ne dépend pas de ce type d'enzymes (Miethke and Marahiel, 2007). Généralement, la
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Figure |.2: Les principaux acteurs moléculaires de la biosynthése NRPS de I’entérobactine chez la bactérie E. coli.

Les enzymes EntC, EntB et EntA de E. coli catalysent la production de 2,3-dihydrobenzoate (2,3-DHB), le précurseur
de I'entérobactine, a partir du chorismate. Les enzymes EntE, EntD et EntF du complexe NRPS (Non-Ribosomal
Peptide Synthetase) assurent I'activation de la sérine par adénylation, puis la liaison d’une sérine adénylée au 2,3-
DHB (étape de thiolation) et enfin la cyclisation des trois molécules DHB-Ser et le relargage de I'entérobactine du

complexe NRPS.

Modifié d’aprés Raymond et al., 2003.
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production des catécholates et phénolates requiert une activité NRPS et la synthése des

hydroxamates et a-hydroxycarboxylates est NRPS-indépendante (Miethke and Marahiel, 2007).

Les NRPS sont impliquées dans la synthése de métabolites secondaires tels que des toxines, des
pigments ou des sidérophores. La biosynthése par NRPS est réalisée via un complexe enzymatique
possédant trois grands domaines fonctionnels dont les actions se résument en trois étapes: 1)
adénylation, 2) thiolation, 3) condensation. La premiére réaction résulte en une adénylation d’un
acide aminé précurseur. Au cours de la deuxieme étape le domaine de thiolation, ou PCP pour
Peptide Carrier Protein, assure la fixation de I'aminoacide adénylé au complexe enzymatique jusqu’a
sa condensation réalisée par le domaine C. Lors de la derniére étape, le peptide ainsi formé peut
alors étre ajouté a une chaine polypeptidique en formation, relachée du complexe suite a sa

cyclisation par le domaine thioestérase C-terminal (Kohli et al., 2001).

Chez les champignons, la majorité des sidérophores est produite via la voie de biosynthése NRPS
(Haas et al., 2008). La biosynthése de I'entérobactine, réalisée par les complexes enzymatiques NRPS,

est présentée en figure 1.2 pour illustrer la synthése NRPS des sidérophores (Raymond et al., 2003).

La chrysobactine, sidérophore identifié chez D. dadantii, est synthétisé par une voie NRPS (Enard et
al., 1988). C'est un catéchol bidenté, dont le pFe est 17,1 (Persmark et al., 1989; Tomisic¢ et al., 2008).
Les genes codant les enzymes de biosynthese et les protéines de transport de la chrysobactine sont
regroupés dans I'opéron fct-cbsCEBA, dont la séquence est homologue a celle de I'opéron codant les
génes de synthese de I'entérobactine chez E. coli (Franza et al., 1991; Franza and Expert, 1991;

Sauvage et al., 1996).

La synthese des hydroxamates, qui est indépendante de la voie NRPS, s’effectue en deux temps. Tout
d’abord, une N-hydroxylation est réalisée par une mono-oxygénase FAD-dépendante, puis a lieu la
formylation, ou acylation, de I'amine hydroxylée par une acyle coenzyme A transférase. Une phase
finale, catalysée par au moins une enzyme de type sidérophore synthétase, permet alors la ligation
des unités et formation du sidérophore. L'exemple de la biosynthése de la desferrioxamine (DFO)
chez la bactérie phytopathogene Erwinia amylovora est représenté dans la figure 1.3 (Dellagi et al.,

1998; Expert et al., 2000; Smits et al., 2010).

Actuellement, la littérature apporte peu d'informations sur les mécanismes de sécrétion des
sidérophores. L'export des sidérophores par la cellule microbienne serait assuré par des pompes a
protons appartenant majoritairement a trois familles de transporteurs: les protéines MFS (Major
Facilitator Superfamily) comme chez Bacillus subtillis ou Escherichia coli pour I'excrétion de la

bacillibactine ou entérobactine respectivement; les protéines de la superfamille RND (nodulation and
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Figure 1.3: Les principaux acteurs moléculaires de la biosynthése de la desferrioxamine chez la bactérie E.
amylovora.

La biosynthése de desferrioxamine E (DFO-E) débute par une décarboxylation de la L-lysine catalysée par 'enzyme
Dfol et produit de la cadavérine. L’enzyme DfoA assure I'oxygénation d’un groupement amine de la cadavérine ce
qui conduit a 'obtention de la 1-amino-5-(N-hydroxy)-aminopentane, a laquelle DfoC ajoute un succinyl-CoA pour
former un intermédiaire nommé acide 1-aminopentyl-N-(hydroxyl)-succaminigue. DfoC assure alors la trimérisation
de cetintermédiaire et la cyclisation pour former la DFO-E.

Modifié d’aprés Smits et Duffy, 2011.
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cell division) qui permettent I’excrétion de la pyoverdine de Pseudomonas aeruginosa; ou encore les
protéines de la superfamille ABC retrouvées chez S. aureaus et Mycobacterium smegmatis (Miethke

and Marahiel, 2007).

1.2.3. Le transport des ferri-sidérophores et 'acquisition du fer

Chez les bactéries a Gram négatif, il existe des récepteurs situés sur la membrane externe dépendant
du complexe TonB, un complexe protéique de transduction de I'énergie, qui reconnaissent et
transportent spécifiquement les ferri-sidérophores dans le périplasme. Une fois dans le périplasme,
le complexe Fe-sidérophore est pris en charge par un transporteur ABC qui le véhicule dans le
cytoplasme. L'acquisition des ferri-sidérophores des bactéries a Gram positif est réalisée par le méme

type de machinerie moléculaire basée sur les transporteurs ABC (Miethke and Marahiel, 2007).

Une fois dans la cellule microbienne, le fer est libéré du complexe ferri-sidérophore et donc mis a
disposition des besoins métaboliques ou stocké pour éviter un stress oxydatif. Il existe deux
mécanismes principaux de relargage du fer depuis le sidérophore. Le premier implique une réduction
de la liaison fer-sidérophore par des réductases et le second résulte d’une compétition par une autre
espéce chimique (Miethke and Marahiel, 2007). Quand le sidérophore est libre dans la cellule, celui-
ci peut étre a nouveau sécrété dans le milieu extérieur pour chélater les ions Fe**ou étre utilisé intra-
cellulairement pour le stockage du fer. Il arrive aussi que le sidérophore soit dégradé comme c'est le
cas chez D. dadantii pour la chrysobactine par I'intermédiaire de la peptidase CbsH (Rauscher et al.,
2002). La reconnaissance des ferri-sidérophores Fe-entérobactine et Fe-ferrichrome chez E. coli est

illustrée en figure 1.4 (Garénaux et al., 2011).

Chez les champignons, le transport des ferri-sidérophores est assuré par des transporteurs de la
membrane plasmique spécifigues UMF/SIT (Unknown Major Facilitator/Siderophore Iron

Transporter) de la famille des transporteurs du type Major Facilitator Superfamily (Haas et al., 2008).

1.3. Les autres systéemes d’acquisition du fer

1.3.1. Chez les bactéries
Les bactéries pathogenes des mammiféres ont la capacité de capturer le fer a partir de protéines
présentes chez leur hote. Il existe des récepteurs bactériens qui se fixent aux transferrines et

lactoferrines, deux glycoprotéines de I'h6te spécialisées dans le transport du fer (Krewulak and
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Figure .4: Les récepteurs TonB-dépendant de I'entérobactine et du ferrichrome chez la bactérie E. coli.

Les récepteurs FepA et FhuA de E. coli fixent respectivement les ferri-sidérophores Fe-entérobactine (Fe-Ent) et Fe-
ferrichrome dans le milieu extérieur. FepA et FhuA transportent les ferri-sidérophores dans le périplasme grace a
I'énergie apportée par le complexe protéique TonB-ExbB-ExbD. Une fois dans le périplasme, Fe-Ent et Fe-ferrichrome
interagissent respectivement avec les protéines FepB et FhuD. Les complexes Fe-Ent-FepB et Fe-ferrichrome-FhuD
sont dirigés vers un transporteur de type ATP-Binding Cassette (ABC) qui forme un canal dans la membrane interne et
permet le passage du ferrisiderophore dans le cytoplasme. Les protéines FepC, FepD et FepG constituent le
transporteur ABC de Fe-Ent. Les protéines FhuE et FhuB constituent le transporteur ABC de Fe-ferrichrome. Une fois
dans le cytoplasme, Fe-Ent et Fe-ferrichrome sont hydrolysés respectivement par les estérases Fes et FhuE,
permettant le relargage de Fe* dans la cellule.
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Vogel, 2008). Les hémoprotéines de I'hote représentent également une source de fer pour les
bactéries (Krewulak and Vogel, 2008). Celles-ci sont capables de se fixer sur I'enveloppe bactérienne
grace a des récepteurs spécifiques. Certaines bactéries possédent un systeme plus complexe qui
consiste en la production d’une protéine extracellulaire nommée hémophore qui fixe directement

I’'héme pour ensuite permettre son transport par la bactérie (Krewulak and Vogel, 2008).

La machinerie d’acquisition du fer des bactéries a Gram négatif est organisée de fagon similaire pour
la reconnaissance et le transport de sidérophores ou de glycoprotéines et d'hémoprotéines de I'hote
(Figure L5). Cette machinerie comporte un récepteur Ton-B dépendant situé au niveau de la
membrane externe, une protéine de liaison périplasmique (ou PBP: Periplasmic Binding Protein) et
un transporteur ABC au niveau de la membrane plasmique (Krewulak and Vogel, 2008). Le récepteur
de la transferrine est constitué des protéines TbpB et TbpA (Gray-Owen and Schyvers, 1996). Ce
récepteur permet la fixation de la forme ferrée sur la membrane externe de la bactérie puis la
dissociation du fer et son import vers le périplasme. De fagon équivalente, LbpB et LbpA se fixent a la
lactoferrine, puis conduisent a sa dissociation et au transport du Fe*" (Krewulak and Vogel, 2008). Le
transport de protéines a hémes, puis l'acquisition du fer et son transport dans le périplasme
requierent ce méme type de transporteur (Krewulak and Vogel, 2008). Une fois dans le périplasme,
les ions Fe** sont pris en charge par des protéines de liaison spécifiques. Par exemple, chez les
bactéries a Gram négatif de la famille des Neisseria et des Pasteurellaceae, la structure de cette
protéine périplasmique de liaison au Fe** nommée FbpA a été déterminée (Shouldice et al., 2003). La
protéine FbpA liée a Fe*" est transportée vers le cytoplasme grace a un transporteur de la membrane

interne de type ABC, composé des protéines FbpB et FbpC chez ces deux familles de bactéries.

L’acquisition du fer ferreux est réalisée par le transporteur nommé Ferrous iron transport (Feo),
initialement identifié chez E. coli K-12 puis retrouvé chez la majorité des espéces bactériennes
(Hantke, 1987; Cartron et al., 2006). Chez des mutants incapables d’acquérir le fer ferrique, tels que
le mutant tonB, 'acquisition des ions Fe est integre et résulte de 'activité Feo (Hantke, 1987). Chez
E. coli, les trois génes feoA, feoB et feoC qui codent les protéines constituant ce transporteur sont
organisés en un opéron nommé feoABC (Hantke, 2003). Chez Salmonella typhimurium,
contrairement a la souche sauvage, le mutant feoB n’est pas capable de coloniser les intestins de
souris (Tsolis et al., 1996). En condition anaérobie, cette acquisition du fer ferreux via Feo est donc
importante pour le cycle de vie de la bactérie. Bien que le mécanisme précis de I'acquisition du Fe**
via le systeme Feo ne soit pas completement caractérisé, un modéle hypothétique est décrit dans la
littérature. En amont du transport du fer par Feo, le Fe*" diffuserait de milieu extérieur vers le
périplasme par l'intermédiaire de porines non identifiées (Cartron et al., 2006). Ensuite, le passage

du Fe®* vers le cytoplasme serait assuré par la protéine FeoB, localisée au niveau de la membrane
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Figure 1.5: La machinerie moléculaire d’acquisition du fer des bactéries a Gram négatif (A) et a Gram positif (B).

A. Lacquisition du fer & partir de la transferrine, des sidérophores et des hémes débute par la liaison de ces
molécules & un récepteur de la membrane externe. Une fois dans le périplasme, les ions Fe** ou les ferri-
sidérophores interagissent avec une protéine de liaison du périplasme (PBP; Periplasmic Binding Protein). Les PBP
véhiculent les ions Fe3* ou le ferri-sidérophore jusqu’d un transporteur ABC (ATP-binding Cassette) situé au
niveau de la membrane interne et qui permet le passage du fer dans le cytoplasme. Ce transport est dépendant
de I'action d’un systéme Ton-B.

B. Une protéine ancrée & la membrane plasmique percoit et fixe les molécules liées au fer comme la transferrine,
les sidérophores et des hémes. Un transporteur ABC est responsable du passage des ions Fe3* et des ferri-
sidérophores dans le cytoplasme.

Krewulak et al., 2008.
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cytoplasmique, grace a un transport actif résultant de I'activité GTPase du domaine N-terminal
cytoplasmique de FeoB (Marlovits et al., 2002). FeoA et FeoC sont nécessaires a I'activité de FeoB

mais leur réle exact n’est pas connu (Lau et al., 2013).

Concernant les bactéries a Gram positif, en dehors des systémes sidérophores, il existe peu de
données moléculaires relatives a I'acquisition du fer et a son transport. Ce qui est connu, c’est
I’existence d’une protéine ancrée a la membrane, ressemblant aux protéines PBP des bactéries a
Gram négatif, qui permettent la liaison des glycoprotéines de transport du fer, des hémes ou
hémoprotéines de I’'hote (Figure 1.5) (Krewulak and Vogel, 2008). D'autre part, Mazmanian et ses
collaborateurs ont montré la présence de transporteurs membranaires de type ABC impliqués dans

I'import de ’héme vers le cytoplasme chez S. aureus (Mazmanian et al., 2003).

1.3.2. Chez les champignons

Les champignons possédent différents systemes d’acquisition du fer pouvant coexister au sein d’'une
méme espece. L'acquisition a haute affinité est réalisée par des sidérophores ou via I'assimilation par
réduction du fer ou RIA (Reductive Iron Assimilation) (Canessa and Larrondo, 2012). La RIA se réalise
en deux étapes: des réductases ferriques localisées au niveau de la membrane
plasmique interviennent pour réduire le Fe** en Fe**, puis un complexe protéique transporte le Fe**
vers le cytoplasme (Canessa and Larrondo, 2012). Chez S. cerevisiae il existe les metalloréductases
Frelp, Fre2p, Fre3p et Fredp qui accomplissent la premiere étape de réduction (Yun, 2000). Parmi les
substrats de la RIA se trouvent par exemple des sidérophores, du fer-citrate ou encore des sels
contenant du fer. Une fois réduit, le Fe®* est pris en charge par un complexe a haute affinité afin
d’entrer dans la cellule (Canessa and Larrondo, 2012). Ce complexe est constitué d’une ferroxydase
et d’'une perméase permettant successivement |'oxydation du fer puis son passage a travers la
membrane plasmique. Chez S. cerevisiae, ces fonctions sont remplies par la ferroxydase Fet3p et la
perméase Ftrlp (Kwok et al., 2006). On peut également noter qu’un systéme d’acquisition du fer Fe**
a faible affinité a été identifié chez S. cerevisiae. Ainsi, la protéine Fet4p permet le transport direct de

plusieurs métaux comprenant le Fe*" (Dix et al., 1994).

Les champignons ont la capacité de fixer les hemes et de les transporter directement les hemes
(Canessa and Larrondo, 2012). Bien que le mécanisme moléculaire permettant cette assimilation soit
assez peu compris, divers acteurs ont été décrits. Par exemple, chez C. albicans, |la protéine Rbt5p,
une protéine ancrée a la membrane plasmique via un glycosylphosphatidylinositol (ancre GPI), assure

la liaison a I’héme dans le milieu extracellulaire, et la protéine de type heme oxygénase du réticulum
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Ferritine Bactérioferritine Dps

Figure 1.6: Le stockage du fer chez les bactéries est assuré par les ferritines, les bactérioferritines et les Dps .

Représentation des structures des protéines ferritine, bactérioferritine et Dps de E. coli en projection 3D.

La ferritine est une protéine constituée de 24 sous-unités et qui permet le stockage du fer, jusqu’a 3000 atomes, dans
son centre. A. Projection 3D de I'extérieur de la ferritine; B. Projection 3D de 'intérieur de la ferritine.

La bactérioferritine est une protéine constituée de 24 sous-unités. Cette protéine stocke le fer grace aux 12 hémes

qui la composent.
La protéine Dps, ou miniferritine, est une protéine constituée de 12 sous-unités. Cette protéine stocke jusqu’a 500

atomes de fer au centre de la molécule.

Modifié d’aprés Andrews et al., 2003.
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endoplasmique Hmx1p permettrait la libération intracellulaire du fer de I’"héme (de Groot et al.,

2003; Santos, 2003).

1.4. Le stockage du fer chez les microorganismes

1.4.1. Le stockage du fer chez les bactéries
Chez les bactéries, trois types de protéines responsables du stockage du fer cytoplasmique ont été

décrites : les protéines Dps ou miniferritines, les ferritines et les bactérioferritines (Figure 1.6).

Les ferritines, qui sont également présentes chez les eucaryotes, ont été identifiées chez les
bactéries. Ces protéines sont constituées de 24 sous-unités et permettent de stocker jusqu’a 3000
atomes de cet élément. Lors de la phase de croissance exponentielle de la bactérie E. coli, la protéine

FtnA, codée par le géne ftnA, stocke I'excédent de fer dans la bactérie (Abdul-Tehrani et al., 1999).

Les bactérioferritines (Bfr), qui assurent le stockage du fer cytoplasmique, sont des protéines de 500
kDa organisées en 24 sous-unités qui comportent au total 12 hemes. Cependant, des variants sans
hémes ont été identifiés chez E. coli (Le Brun, 1995). Les génes bfr, codant les bactérioferritines sont
souvent associés aux genes bfd qui eux codent des ferrédoxines associées aux bactérioferritines
(Bfd). Il semblerait que les bactérioferritines et ferrédoxines associées interagissent de sorte qu’en
condition de carence en fer la Bfd, grace a ses propriétés redox réduirait la Bfr afin de libérer et

rendre disponible le fer stocké par les bactérioferritines (Quail et al., 1996).

Expert et al. ont montré que 5% du fer de D. dadantii est contenu dans les bactérioferritines et 1%
est stocké grace aux protéines Dps (Expert et al., 2008). Les genes codant ces protéines sont régulés

transcriptionnellement par le régulateur Fur (Ferric uptake regulator) (Cf. 1.5.1.).

Les Dps, ou miniferritines, sont de petites protéines de 250 kDa qui ont été identifiées chez E. coli et
sont présentes uniquement chez les procaryotes. Une protéine Dps est constituée de 12 sous unités
Dps et peut stocker du fer a hauteur de 500 atomes de fer par sous-unités (Andrews et al., 2003). La
fonction biologique des protéines Dps est la protection de ’ADN contre les dommages causés par le
stress oxydatif, notamment lié a la présence de fer dans la cellule (Almiron et al., 1992). De ce fait,
bien que ces protéines participent au stockage du fer intracellulaire, ce n’est pas leur fonction

premiére (Zhao, 2002).
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1.4.2. Le stockage du fer chez les champignons
Selon les especes de champignon, le fer peut étre stocké dans le compartiment vacuolaire ou bien

par liaison a des sidérophores cytoplasmiques.

Dans la vacuole de S. ceravisiae, les ions Fe*" sont majoritairement liés a des polyphosphates
(Cockrell et al., 2011). Le transporteur Ccclp permet I'entrée du fer cytoplasmique dans la vacuole,
alors que I'export du fer de la vacuole vers le cytoplasme dépend de la protéine Snflp et du
complexe Fet5p-Fthlp (Urbanowski, 1999; Li, 2001). Le stockage du fer vacuolaire n’est pas présent
chez tous les champignons et n’est pas incompatible avec un stockage cytoplasmique par des

sidérophores.

Chez Aspergillus nidulans, le sidérophore ferricrocine intervient dans le stockage du fer des conidies.
En condition de carence ferrique, I'absence de biosynthese de la ferricrocine dans les conidies chez le
mutant Asidc provoque un retard de germination de ces derniéres. En revanche, lors d’un exces de
fer, la ferricrocine s'accumule dans les conidies. Ces résultats illustrent le réle de ce sidérophore dans

le stockage du fer intracellulaire (Eisendle et al., 2006).

1.5. La régulation du métabolisme du fer

1.5.1. Le régulation du métabolisme du fer chez les bactéries

Le métabolisme du fer des bactéries est sous le contréle de régulateurs négatifs et positifs. Parmi ces
régulateurs, le facteur de transcription Fur pour Ferric Uptake Regulation est le plus étudié. Fur est
présent chez les bactéries a Gram négatif et chez les bactéries a Gram positif ayant un faible contenu
en GC. Initialement, le gene fur a été identifié grace a I'étude de mutants d’E. coli présentant une
expression constitutive des génes d’acquisition du fer (Bagg and Neilands, 1985). Le régulateur Fur
réprime l'expression des genes impliqués dans le métabolisme du fer, tels que des génes de
biosynthese et d’acquisition des sidérophores, et active I'expression des genes codant les ferritines
bactériennes ainsi que des génes codant des enzymes de détoxification des FAO. Par exemple chez la
souche K-12 d’E. coli, McHugh et ses collaborateurs ont mis en évidence que Fur contréle
directement ou indirectement |'expression de 101 genes (McHugh et al., 2003). Ces génes ne sont
pas tous impliqués dans le métabolisme du fer, faisant ainsi de Fur un régulateur plus généralement

impliqué dans la régulation de I'adaptation du métabolisme d’E. coli a I'environnement.

Selon le statut en fer de la bactérie, la protéine Fur est présente sous la forme d’'un monomere

lorsqu’il n’y a pas de fer dans la cellule ou d’'un homodimere si le fer est en quantité suffisante dans
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la cellule (Troxell and Hassan, 2013). En effet, Fur posséde un site de liaison & Fe?* constitué de 5
acides aminés dans sa région C-terminale. L'homodimeére de Fur formé en présence des ions Fe?*
régule I'expression des genes qu’il contréle. Chez E. coli, une séquence inversée et répétée spécifique
de 19 paires de bases a été trouvée dans les régions promotrices de 90 genes régulés par Fur : cette

séquence est une boite Fur permettant la liaison de Fe**-Fur (Escolar et al., 1999).

Le régulateur Fur a été principalement étudié pour la répression qu'il exerce sur des genes de
réponse a la carence en fer en condition non limitante de fer, et afin de prévenir un exces de fer
cytotoxique (Figure 1.7). Par exemple, il a été montré que Fur se fixe au promoteur du géne acsF de
D. dadantii, un géne impliqué dans la biosynthese du sidérophore achromobactine, de facon a
réprimer son expression lorsque le fer est en quantité suffisante dans la cellule (Franza et al., 2005).
La régulation négative des cibles de Fur résulte principalement d’une compétition avec I’ARN

polymérase (Figure |.7A).

Fur régule I'expression des génes qu’il contrble positivement selon trois des modeles indirects. Le
modele majoritaire décrit une régulation négative Fur-dépendante de génes codant de petits ARN,
eux-mémes nécessaires a la régulation négative de genes codant des protéines a cofacteur fer
(Figure 1.7B) (Troxell and Hassan, 2013). En effet, en condition limitante de fer, la transcription du
géne RyhB permet la synthese des petits ARN RyhB qui s'hybrident sur les transcrits de genes de
réponse aux ions Fe®*. L’hybridation des transcrits RyhB aux transcrits des génes cibles empéche alors
la biosynthése des protéines qu’ils codent. Parmi les génes cibles, sodB et bfr chez E. coli, sont
régulés par rhyB. Leurs transcrits sont accumulés en présence de fer (Massé and Gottesman, 2002).
De ce fait, lorsque le fer est présent dans la cellule, le stockage du fer par les Bfr limite la production
de FAO et SodB permet une meilleure détoxication des FAO dans la cellule (Massé and Gottesman,

2002).

Un second modele d’activation transcriptionnelle via Fur propose que la liaison de Fe*-Fur a la boite
Fur du géne cible facilite le recrutement du complexe ARN polymérase (Figure 1.7D). Ce mécanisme a
été observé pour l'activation transcriptionnelle du geéne norB (pour nitric-oxide reductase)
d’Helicobacter pylori et du gene hilD (codant un facteur de transcription) de S. typhimurium (Delany
et al., 2004; Teixidd et al., 2011). Ces exemples d’activation directe de Fur sont rares et peu décrits.
Un troisieme modeéle consiste en un mécanisme d’anti-répression dans lequel la boite de fixation de

Fur chevauche des boites fixant d’autres régulateurs (Figure 1.7C) (Nandal et al., 2009).

Chez les bactéries a Gram positif a haut contenu en GC qui ne possédent pas le régulateur Fur, DtxR
pour Diphtheria toxin regulator est le régulateur le plus répandu (Wakeman and Skaar, 2012). DtxR

active l'expression de génes de réponse a la carence en fer chez les Streptomyces, Corynebacteria et
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Figure I.7: Les différents modeéles de régulation de I'expression des
genes dépendant de Fur chez les bactéries.

A.

Le modéle de répression de I'expression des génes d’acquisition
du fer par Fur. Ici est représenté I'exemple de la régulation du
géne jucA codant une enzyme de biosynthése du sidérophore
aérobactine chez E. coli.

Le modéle d’activation de 'expression de génes de réponse au
fer par Fur dépendant du petit ARN ryhB. Ici est représenté
I'exemple de la régulation du géne sodB codant la superoxyde
dismutase B chez E. coli.

Le modéle « anti-répresseur » d’activation de génes de réponse
au fer par Fur. Ici est représenté I'exemple de la régulation du
géne ftnA codant la ferritine A chez E. coli.

Le modéle d’activation de 'expression de génes de réponse au
fer par Fur par recrutement de 'ARN polymérase. Ici est
représenté 'exemple de la régulation du géne norB codant une
protéine conférant une protection a H. pylori contre le NO.
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Mycobacteria (Wakeman and Skaar, 2012). DtxR est un régulateur global du métabolisme, dont le

foctionnement est similaire au régaluteur, qui dépend de la présence de fer intracellulaire.

En plus des régulateurs du métabolisme du fer précédemment décrits, il existe d’autres régulateurs
chez les bactéries a Gram négatif et a Gram positif, tels que des facteurs sigma alternatifs, qui
peuvent réguler la réponse des bactéries a la disponibilité en fer (Miethke and Marahiel, 2007). Les
facteurs sigma alternatifs sont des protéines faisant partie des complexes d’ARN polymérase et

intégrant des signaux extérieurs permettant ainsi de réguler I’expression des genes.

1.5.2. La régulation du métabolisme du fer chez les champignons

Chez les champignons, deux stratégies principales gouvernant la régulation du métabolisme du fer
ont été décrites (Haas et al., 2008). Lorsque le fer est en quantité non limitante pour I'organisme, la
premiere stratégie permet la répression des réponses a la carence en fer du champignon par les Iron-
Responsive GATA Factor (IRGF), et la seconde repose sur I'activation transcriptionnelle de genes
impliqués dans la gestion de la carence en fer par le facteur de transcription Aftl, le senseur du fer

chez S. cerevisiae (Figure 1.8) (Haas et al., 2008).

La plupart des champignons utilisent les facteurs IRGF pour réprimer I'expression des genes du
métabolisme du fer dans les cellules carencées en fer (Haas et al., 2008). Les IRGF sont des facteurs
de transcription a doigt de zinc de la famille des facteurs GATA, qui reconnaissent spécifiquement
des séquences GATA (Haas et al., 2008). Chez Schizosaccharomyces pombe, le géne fep1, qui code un
IRGF, est constitutivement exprimé (Pelletier et al., 2002). En condition de carence ferrique, Php4
réprime les genes impliqués dans les voies métaboliques consommatrices de fer. Quand le fer est en
quantité suffisante dans la cellule, I''RGF Fepl réprime |'expression du gene php4 et permet
I'expression du métabolisme consommateur de fer, tel que la respiration ou la biosynthese des

hémes (Haas et al., 2008).

Aftl est un activateur transcriptionnel qui contrdle I'expression de genes impliqués dans
I'hnoméostasie du fer chez des espéces du genre Saccharomyces (Haas et al.,, 2008). Lorsque la
qguantité de fer disponible pour la cellule diminue, Aftl, qui est produit constitutivement, est dirigé
vers le noyau ou la protéine s’accumule et active ces cibles (Ueta et al., 2007). Parmi les cibles se
trouvent des génes impliqués dans I'acquisition du fer via la RIA ou les sidérophores ou encore dans
le stockage du fer vacuolaire (Haas et al., 2008). Le géne codant Cth2 est également sous le controle

d’Aftl. Cth2 est une protéine qui déstabilise les transcrits codant des protéines responsables de la
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biosynthese de cluster Fe-S, de la respiration mitochondriale et plus généralement des processus

cellulaires consommateur de fer (Puig et al., 2005).

1.6. Le couplage entre le fer et la pathogénie chez les bactéries et les

champignons pathogenes

Chez certaines bactéries et champignons pathogenes, il existe un lien entre le métabolisme du fer et
la pathogénie. Plusieurs études ont montré que Fur, régulateur majeur du métabolisme du fer
bactérien, est impliqué dans la régulation de facteurs de pathogénie. La plupart de ces études
s'appuient sur I'évaluation de la pathogénie de souches bactériennes sauvages ou mutantes pour
Fur. Ainsi, chez les bactéries du genre Shigella responsables de la dysenterie, Fur promeut
indirectement I'expression des genes ipa, mxi, spa et vir, codant une invasine, des protéine
nécessaires au systeme de sécrétion de type Ill (SST3) et a la propagation cellulaire, via la régulation
négative de RyhB (Payne et al., 2006). De fagon similaire, Fur est nécessaire a l'activation du facteur
de virulence HilA, régulateur positif du systéme de sécrétion de type trois SPI-1 chez Salmonella
enterica serovar Typhimurium lors de la carence en fer (Troxell et al., 2010). De méme, les mutants
fur de S. aureus présentent une diminution de la pathogénie liée a I'absence d'activation de génes de
pathogénie par le régulateur Fur, tels que les génes codant des cytolysines et des hémolysines
(Torres et al., 2010). De plus, chez cette bactérie et chez Streptococcus pneumoniae, il a été montré
que la formation de biofilm est dépendante de Fur lorsque la bactérie manque de fer (Johnson et al.,
2005; Johnson et al., 2008). Chez le champignon pathogéne des mammiféres Cryptococcus
neoformans, la délétion du régulateur de la réponse en fer Cirl ou l'absence de Cftl nécessaire a
I'assimilation du fer, provoquent une diminution de la pathogénie (Jung et al., 2006). La bactérie
phytopathogéne D. dadantii possede une batterie d’enzymes pectinolytiques qui provoque les
symptomes de pourriture molle sur plante héte. L'expression des genes PelD et PelE, codant des
pectates lyases, est activés lorsque le milieu environnant la bactérie est pauvre en fer et ce par

I'intermédiaire de Fur (Franza et al., 1999).

D’autres éléments relatifs a I'acquisition ou au stockage du fer par les microorganismes sont
importants pour la pathogénie. Par exemple, la synthese du sidérophore pyoverdine est nécessaire a
I'activation de facteurs de pathogénie et a la formation de biofilms chez P. aeruginosa (Wilderman et

al., 2001). Chez D. dadantii, il a été mis en évidence un roéle de la ferritine A dans la pathogénie sur
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endive et saintpaulia et des bactérioferritines dans la pathogénie sur endive (Boughammoura et al.,

2007).
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2. Le métabolisme du fer chez les plantes

2.1. Les besoins en fer chez les végétaux et les répercussions d’'une carence

physiologique

Comme cela a été mentionné précédemment, les propriétés d’échangeur d’électrons du fer implique
qu’il joue un réle crucial dans diverses réactions biochimiques vitales. Il est important de souligner
que, chez les végétaux, la photosynthese est dépendante de la présence de fer pour les échanges
d’électrons. Ainsi, la ferrédoxine, une protéine a centre [Fe-S], permet le transfert final d’électron

dans le complexe photosynthétique | (Crichton, 2002).

De ce fait, lorsque les végétaux manquent de fer pour assurer leurs besoins métaboliques, la
croissance globale de l'organisme est ralentie voire arrétée et des chloroses internervaires
apparaissent sur les feuilles les plus jeunes (Marschner and Marschner, 2012). Au niveau racinaire, la
surface d’absorption est augmentée par la formation d’un plus grand nombre de racines latérales
hautement ramifiées et un accroissement de la pointe racinaire (Mdiller and Schmidt, 2004). Ce
manque de fer produit également une modification du contenu pigmentaire en chlorophylle et les
caroténoides, qui requierent des protéines a fer pour leur synthese, et une reprogrammation

métabolique afin de remédier a cette situation critique (Vigani et al., 2013).

L'apport en fer de la nutrition animale, et humaine, repose sur I'alimentation issue de produits
végétaux. Une carence de cet élément impacte donc la quantité de biomasse végétale produite, mais
aussi la qualité de cette production et se répercute sur I'alimentation humaine et animale. La
compréhension des mécanismes qui régulent I’homéostasie du fer chez les plantes est un atout

essentiel pour 'amélioration de la production végétale.

2.2. Les différentes stratégies d'acquisition du fer chez les Angiospermes

Depuis les années 1990, la majorité des genes caractérisés pour leur fonction dans I'acquisition du

fer correspondent et entrent dans le modéle décrit par Rdmheld et Marschner. Ce modele classe les
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Figure 1.9: Les différentes stratégies d’acquisition du fer chez les Angiospermes.
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Angiospermes en deux groupes selon leur stratégie d’acquisition du fer : la stratégie | et la stratégie Il

(Figure 1.9) (Rémheld and Marschner, 1986).

Les plantes dicotylédones et monocotylédones non poacées acquierent le fer via la stratégie |. Cette
acquisition se réalise en trois étapes : i) acidification, ii) réduction, iii) transport. Lors de la premiéere
étape, des protons ou des composés phénoliques sont excrétés a partir de I'épiderme racinaire vers
la rhizosphére afin de solubiliser les complexes Fe** (Rodriguez-Celma et al., 2013). Le Fe** sous
forme dissoute est alors accessible par les réductases ferriques de la racine qui interviennent pour le
réduire en Fe®*. C’est cette forme Fe** qui est prise en charge par les transporteurs de I'épiderme
racinaire et qui permet l'acquisition du fer par la plante. Chez différentes especes végétales
(arabidopsis, tabac, soja), il a été montré que I'étape de réduction est limitante car la sur-expression
du géne codant la réductase ferrique augmente la tolérance de ces plantes a la limitation en fer

(Hindt and Guerinot, 2012).

Chez A. thaliana, les acteurs moléculaires de I'acquisition du fer répondent au schéma de la stratégie
. 'étape d’acidification de la rhizosphére permettant la dissolution des complexes de Fe** met en
ceuvre une pompe a proton de type H'-ATPase nommée AHA2. AHA2 appartient a la famille des AHA
et est localisée au niveau de la membrane plasmique. Bien que I'expression de plusieurs AHA soit
induite dans les racines lors d’une carence en fer, des études de mutants de perte de fonction ont
mis en évidence que la protéine AHA2 est le principal acteur de l'acidification de la rhizosphére
(Santi and Schmidt, 2009). Le Fe** est dissout et disponible pour la réduction en Fe®" par I'action de
I’enzyme FRO2 (Ferric Redution Oxidase 2), une réductase ferrigue membranaire (Robinson et al.,
1999). Le transport du fer réduit dans les cellules d’épiderme racinaire est ensuite effectué par la
protéine IRT1 (Iron Regulated Transporter 1) le transporteur spécifique des cations divalents Fe®*,
Mn?*, Zn**, Cd** etCo®" (Eide et al., 1996; Korshunova et al., 1999; Vert, 2002). Il a été montré que
I'activité réductase ferrique n’est effective qu’en présence de fer dans le milieu. En effet, si la
rhizospheére est totalement dépourvue de fer, ce systeme d’acquisition n’est pas induit, mais si des
traces de fer sont présentes dans le milieu, I'induction de I'expression des genes et de l'activité
protéique de FRO2 et IRT1 sont observées (Schikora and Schmidt, 2001; Vert, 2003). Cette perte
d'induction en absence totale de fer est interprétée comme un systéme d'économie d'énergie de la

plante.

En condition limitante de fer les plantes de la famille des Poacées, qui acquiérent le fer par la
stratégie dite Il, emploient des phytosidérophores. Les phytosidérophores sont des acides
muginéiques de différentes sortes sécrétés dans la rhizosphére, chélatant les ions Fe*', puis

transportés dans les cellules de I’épiderme racinaire sous forme de complexe Fe-phytosydérophore
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(Fe-PS). La biosynthése de phytosidérophores est réalisée a partir de la S-adénosyl-L-méthionine,
suite a trois réactions enzymatiques successives. La biosynthése d’acide 2’-désoxymuginéique (DMA),
le précurseur des acides muginéiques, fait intervenir la nicotianamine synthétase (NAS) produisant la
nicotianamine, puis la nicotianamine amino-transférase (NAAT) et enfin I'acide désoxy-muginéique
synthétase (DMAS) (Kobayashi and Nishizawa, 2012). Les acteurs moléculaires participant a la
sécrétion des phytosidérophores sont, eux, moins connus. Néanmoins on sait que les enzymes de
synthéses NAS et NAAT sont situées respectivement au niveau des membranes et a l'intérieur de
vésicules de transport, et que les phytosidérophores sont principalement sécrétés dans la
rhizosphére en début de journée (Kobayashi and Nishizawa, 2012). Récemment, les transporteurs
impliqués dans I'excrétion des phytosidérophores vers la rhizosphere ont été identifiés chez le riz et
'orge, TOM1 et HvVTOM1 respectivement pour Transporter Of Mugineic acid family
phytosiderophore 1 (Nozoye et al., 2010). Une fois le complexe Fe-PS formé dans le sol, ce dernier
est pris en charge par des transporteurs de la famille YSL (YellowStripe 1/ YellowStripe 1-like
(YS1/YSL)) permettant son intégration dans la cellule de racine (Curie et al., 2001; Kobayashi and
Nishizawa, 2012).

Le riz est un cas particulier car il posséde dans sa machinerie d’acquisition du fer des composantes de
la stratégie | et de la stratégie Il (Ishimaru et al., 2006). Chez cette plante, qui utilise principalement la
stratégie Il, un transporteur du fer Fe’* nommé OsIRT1 a été identifié et est impliqué dans
I'acquisition du fer via la stratégie | (Ishimaru et al., 2006). Il est intéressant de noter que I'activité
réductase ferrique permettant la réduction du fer est tres faible (Ishimaru et al., 2006). Dans les
rizieres, lorsque le sol est inondé, la forme Fe®* du fer est abondante et le transport direct par OsIRT1

pourrait conférer un avantage a la plante dans ces conditions d’anaérobie (Ishimaru et al., 2006).

2.3. La circulation et le stockage du fer dans la plante

Le fer étant trés peu soluble et prompt a favoriser les échanges d'électrons, qui peuvent étre une
source de FAO, sa circulation au sein de la plante ne peut se faire librement. Ainsi, pour assurer sa
solubilité tout en évitant les oxydations, le fer doit étre associé a des ligands spécifiques qui
permettent sa circulation dans la plante (Figure 1.10). Actuellement, trois chélateurs principaux ont

été identifiés: le citrate, la nicotianamine (NA) et les acides muginéiques (MA).
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2.3.1. La circulation du fer dans la plante

Le citrate est un acide organique, présent dans le xyleme, supposé apte a la chélation et au transport
du fer (Tiffin, 1966; White et al., 1981). Chez la tomate la forme complexée tri-Fe (lll) tri-citrate
circulante a été récemment identifiée (Rellan-Alvarez et al., 2009). Chez A. thaliana, |la protéine FRD3
(Ferric Reductase Defective 3), de la famille des transporteurs MATE (Multidrug And Toxin Efflux), est
le transporteur du citrate, comme cela a été démontré chez des oocytes de X. laevis (Durrett et al.,
2007). Bien que la quantité de fer totale présente dans le mutant frd3 soit similaire a celle présente
chez la plante sauvage, ce mutant présente des symptomes de carence en fer se traduisant par un
phénotype chlorotique et une activation permanente du systeme d'acquisition du fer (Rogers, 2002).
Cette apparente contradiction a été résolue en observant la localisation tissulaire du fer de frd3 ou
celui-ci est restreint au cylindre vasculaire central racinaire n'alimentant pas les parties aérienne en
fer (Green, 2004). FRD3 assure donc le chargement en fer du xyleme grace a sa fonction de
transporteur d'efflux du citrate (Figure 1.10). A travers la littérature, I'hypothése selon laquelle FRD3
serait un transporteur de Fe-citrate est souvent avancée bien qu'aucune expérience n'ait pu le

démontrer a I'heure actuelle.

Chez le riz, le géne OsFRDL1 (FRD3-Like), similaire au géne FRD3 d’A. thaliana, code un transporteur
de citrate et participe a la circulation du fer dans la plante. Chez des lignées dépourvues de ce
transporteur, les symptomes drastiques de carence ferrique constatés chez le mutant frd3 ne sont
pas observés, suggérant la présence d’autres transporteurs d'efflux du fer du xyleme chez le riz

(Yokosho et al., 2008).

La nicotianamine (NA) est un acide aminé non protéinogéne, précurseur des acides muginéiques chez
les Poacées, identifié chez le tabac et présente chez tous les végétaux, y compris les plantes non
poacées (Noma and Noguchi, 1976; Noma et al., 1971). Il a été montré que la NA a des propriétés de
liaison aux métaux et il est fortement suggéré dans la littérature que cet acide aminé se lie au fer
dans I'appareil vasculaire, notamment dans le phloéme, pour maintenir le fer sous une forme soluble
et circulante (Benés et al., 1983; von Wirén et al., 1999). Chez la tomate, I'étude du mutant spontané
chloronerva, qui présente une forte chlorose internervaire, a permis d’attribuer ce phénotype a
I’'absence de la forme fonctionnelle de la NA synthétase (NAS1) (Ling et al., 1999). Bien que ce
mutant présente de sévéres chloroses sur les jeunes feuilles, la machinerie moléculaire d’acquisition
du fer est constitutivement active et le mutant accumule plus de fer que la plante sauvage (Pich et
al., 1994). Il est important de noter que ces phénotypes sont supprimés par 'application exogéne de
NA (Curie et al., 2008). C’'est chez le mais qu’a été identifié le premier transporteur de la NA; Yellow
Stripe 1 (YS1) est un importeur des complexes Fe-MA et aussi Zn, Cu ou Ni, présent au niveau

racinaire (Figure 1.10) (Curie et al., 2001; Schaaf, 2004). Chez Arabidopsis, bien qu’il n'y ait pas de
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Figure 1.10: Schéma hypothétique du transport longue distance du fer chez les plantes.

Une fois transporté dans les cellules de I'épiderme racinaire via les transporteurs IRT1 ou YS, le fer est trés
probablement chélaté, bien que cette chélation n’ait pas été démontrée formellement par des résultats
expérimentaux. Bien que le transporteur responsable du chargement du fer dans le xyléme ne soit pas formellement
identifié, la chélation du fer par le citrate dans le xyleme a été démontrée. Néanmoins, il a été montré que FRD3
transporte le citrate dans le xyléeme. Chez le riz, les transporteurs YSL pourraient assurer le transport du fer dans le
phloéme, ou le fer est lié & la nicotianamine (NA). Un des role supposé du NA est d’assurer le transfert du fer entre
les transporteurs YSL et les protéines de transport de fer (ITP: Iron Transport Protein). La NA est essentielle dans la
circulation du fer longue distance pour le chargement du fer dans les graines, bien que le ligand responsable de la
chélation du fer dans la graine ne soit pas formellement identifié. Les mutants ysl1, ys/3 et opt3 ont des contenus en
fer moins importants que la plante sauvage, ce qui indigue que les protéines codées par les génes correspondants
seraient impliquées dans le chargement en fer des graines.

Modifié d’aprés Morrissey et Guerinot, 2009
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synthése d’acide muginéique, il existe huit génes YS-Like (YSL) qui ont suscité l'intérét d’équipes
travaillant sur le transport a longue distance du fer dans la plante. Par exemple, il existe une
corrélation entre la diminution de I'expression du géne YSL2 et le manque de Fe ou de Zn (Schaaf,
2005). Ce géne s’exprimant dans les parenchymes vasculaires, le péricycle et I'’endoderme racinaires
et dans les nervures de la feuille, la protéine YSL2 pourrait contribuer aux échanges de fer vasculaires
(Schaaf, 2005). Alors que dans une premiére étude il a été montré que l'expression d'AtYSL2
complémente le phénotype du mutant fet3fet4 de transport du fer chez la levure, une seconde étude
n'a pas mis en évidence un tel transport du fer par AtYSL2 exprimé sous la dépendance de plusieurs
promoteurs (DiDonato et al., 2004; Schaaf, 2005). Il existe donc des résultats contradictoires quant a
la capacité d’AtYSL2 a complémenter des mutants de levure de transport du fer, plutét défavorable
au roéle de transporteur du fer par YSL2 (DiDonato et al., 2004; Schaaf, 2005). Pour les génes AtYSL1
et AtYSL3, il a été observé que leur niveau d’expression augmente lorsque la quantité de fer apportée
a la plante augmente. Ces genes partagent un patron d’expression vasculaire majoritairement foliaire
et floral, bien qu’AtYSL3 soit également exprimé dans les racines et trés fortement dans le pollen
(Jean et al., 2005; Waters et al., 2006). L'étude des simples mutants de chacun de ces génes n’a pas
révélé de phénotype fort alors que le double mutant ys/1ysi3 est fortement perturbé, contient peu
de fer et présente une chlorose internervaire. Ce phénotype peut étre compensé par une addition de
fer au milieu de culture, suggérant fortement un role de ces protéines dans le transport du fer depuis
le systeme vasculaire vers les organes puits tels que les graines (Waters et al., 2006; Curie et al.,
2008). Ces résultats sont confortés par diverses données d’expression prédisant une implication de
ces genes lors de la sénescence. Parallelement, des études chez le riz ont montré que les génes
OsYSL2, OsYSL13 et OsYSL14 posseédent un patron d’expression foliaire, laissant envisager une

fonction dans le transport des métaux et donc du fer (Koike et al., 2004; Murata et al., 2006).

Le transport du fer via le phloeme conditionne I'apport en fer des organes puits tels que les graines
et se trouve donc étre un processus clef. Dans la famille des transporteurs ZIP, a laquelle IRT1
appartient, d’autres genes pourraient remplir cette fonction (Kim and Guerinot, 2007). Il est
important de mentionner que chez le ricin, Ricinus communis, une protéine de transport du fer de 11
kDa a été identifiée dans le phloéme in vivo par marquage du Fe* (Kruger et al., 2002). Ce
transporteur a été nommé ITP (lron Transport Protein) et il appartient a la famille des déhydrines
d’embryogenese tardive LEA (Late Embryogenesis Abundant); il existe un gene similaire chez

Arabidopsis n’ayant pas été caractérisé (Kruger et al., 2002).

En s'intéressant au transport du Cd dans le riz, le mutant nommé phenolics efflux zero 1 (pez1) a été
isolé a partir d'une banque de mutants d'insertion ADN-T pour son accumulation accrue de Cd

(Ishimaru et al., 2011). L'étude de données LC/MS de la séve du xyléme du mutant pezl a mis en

39



évidence une quantité élevée d'acide caféique et d'acide protocatéchuique (PCA), deux composés
phénoliques. D'autre part, il est apparu que pez1 accumule plus de fer dans les racines et moins dans
le xyleme que le génotype de riz sauvage. L'étude de la localisation de la protéine a montré que PEZ1
est située au niveau de la membrane plasmique des cellules racinaires, et des expériences en oocytes
de X. laevis ont confirmé son rdle dans le transport de PCA. Les auteurs suggerent que PEZ1 serait un
transporteur d'efflux du xyléeme en charge du transport de PCA vers I'apoplasme. La présence de PCA
apoplastique favoriserait la solubilisation des précipités Fe*', et participerait au transport longue

distance du fer chez le riz (Ishimaru et al., 2011).

L’étude du mutant fpnl1 du géne d’A. thaliana, 'homologue du gene codant la ferroportine humaine,
a permis d’ajouter le géne AtFPN1/AtIREG1 sur la liste des candidats aux fonctions de transport
longue distance du fer depuis les racines vers les feuilles (Morrissey et al., 2009). La ferroportine est
une protéine permettant I'export du fer des cellules humaines vers I'extérieur et est présente dans

les entérocytes, les macrophages et les hépatocytes.

Chez A. thaliana, il existe quatre genes NAS. Deux lignées comportant des mutations dans les quatre
génes NAS ont été générées: nasd4x-1 et nasdx-2 (Klatte et al., 2009). Le mutant nas4x-1 a un
phénotype de carence en fer moins drastique et peut atteindre le stade reproductif et produire des
graines. Le niveau de NA contenu dans nas4x-1 est équivalent a 10% du contenu en NA du génotype
sauvage pendant le stade végétatif et, bien que les graines contiennent un niveau de NA équivalent a
40% du niveau des graines de Col-0, la NA est indétectable durant le stade reproductif (Klatte et al.,
2009). D’apreés I'analyse des niveaux d’expression des genes YSL1, YSL2 et YSL3 dans le mutant nas4x-
1, en carence en fer ou en condition controle, il apparait que les racines du mutant subissent une
carence en fer et, bien que les feuilles présentent une chlorose internervaire, celles-ci ne manquent
pas de fer. Les auteurs proposent qu'une perturbation de la localisation cellulaire ou subcellulaire
soit a l'origine de ces phénotypes racinaire et foliaire discordants chez le quadruple mutant nas4x-1

(Klatte et al., 2009).

Le mutant nas4x-2 dans lequel les quatre génes sont inactivés est stérile et présente un phénotype
similaire a celui du mutant chloronerva (Klatte et al., 2009). Effectivement, les jeunes feuilles
présentent de tres sévéres chloroses internervaires puis, au fur et a mesure de la croissance de la
rosette, cette chlorose tend a s’affaiblir et les feuilles ont un aspect plus proche de celles de la plante
sauvage (Schuler et al., 2012). Par quantification de chlorophylle et de fer, I'intensité de la chlorose a
pu étre corrélée au contenu en fer des tissus : les jeunes feuilles sont déficientes en fer alors que les
feuilles agées ont un contenu en fer proche des feuilles de Col-0. La production du quintuple mutant

frd3 nas4x-2 ainsi que des dosages de citrate chez les lignées mutantes et sauvage ont permis de
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mettre en évidence I'existence d’une complémentation partielle du transport du fer par le citrate ou
le NA lorsqu’un de ces deux chélateurs est absent. Cette étude montre I'importance de la NA pour
I"alimentation en fer via le phloéme des jeunes tissus foliaires et du citrate pour I'alimentation en fer
via le xyleme des tissus foliaires plus agés (Schuler et al., 2012). La stérilité de ce mutant est la
conséquence de défauts qualitatifs et quantitatifs de production du pollen, de l'incapacité de
croissance des tubes polliniques et de la morphologie carpellaire qui entrave la germination du tube
pollinique dans le pistil (Schuler et al., 2012). Ces observations attribuent donc un réle important de
la NA dans le développement des organes reproducteurs d’A. thaliana et, par conséquent, du

transport du fer dans le phloeme.

Bien que les quatre génes NAS possédent des fonctions redondantes, la caractérisation fonctionnelle
récente du géne NAS4 a permis de lui attribuer un réle plus spécifique dans la réponse a la carence
en fer (Koen et al., 2013). Le mutant nas4 contient moins de NA que le génotype sauvage Col-0 et
présente une altération dans son adaptation a la carence en fer. En effet lorsque le milieu de culture
est dépourvu de fer, une chlorose internervaire est précocement observée sur les feuilles du mutant
et I'induction du systéme racinaire d’acquisition du fer n’est pas aussi élevée que celle observée chez
Col-0. D’apres les auteurs, chez le mutant nas4, la réduction d’expression de FRO2 et IRT1 serait due
a la faible quantité de NA pour prendre en charge le fer et assurer sa circulation dans la plante. Ainsi,
afin d’éviter les dommages liés a la production de FAO, les auteurs proposent que I'acquisition du fer

via IRT1 serait réalisée en fonction de concentration de NA dans les cellules (Koen et al., 2013).

2.3.2. Le stockage du fer intracellulaire
A I'échelle cellulaire, le fer est réparti dans trois compartiments ou il est utilisé pour les besoins

métaboliques : la mitochondrie, le chloroplaste, la vacuole (Figure 1.11).

A l'intérieur de la cellule, 80% a 90% du fer est localisé dans le chloroplaste ce qui en fait un organite
central lors d’une fluctuation du contenu en fer cellulaire (Marschner and Marschner, 2012). L'import
de fer depuis le cytoplasme est supposé étre en partie réalisé par I'intermédiaire de PIC1 (Permease
In Chloroplast), une protéine située sur la membrane interne du chloroplaste (Figure 1.11) (Duy et al.,
2007). Les phénotypes de chlorose drastique et de nanisme en condition limitante de fer ont révélé
un réle majeur de PIC1 dans la répartition optimale du fer dans les différents compartiments

cellulaires.

Récemment, il a été mis en évidence que les protéines YSL4 et YSL6 sont des acteurs majeurs de la

gestion des stocks de fer chloroplastiques chez A. thaliana (Divol et al., 2013). Afin d'identifier les

41



A\

Fedl) Vacuole

Fe-phytate

Fe-NA

Chloroplast

Figure I.11: Schéma du transport et du stockage du fer dans la cellule végétale.

Selon les tissus considérés, le fer présent dans le cytoplasme est transporté dans la vacuole par les transporteurs
ferroportine 2 (FPN2) et VIT1 (Vacuolar Iron Transporter). Une fois dans la vacuole, le fer est complexé a des phytates
et & la nicotionamine (NA). Les transporteurs NRAMP3 et NRAMP4 (Natural Resistance Associated Macrophage
Protein) permettent I'efflux de fer de la vacuole vers le cytoplasme. Dans la mitochondrie, le fer est séquestré par les
protéines ferritine (FER) et frataxine (Fh), permettant notamment d’éviter un stress oxidatif. La frataxine est
également impliquée dans I'assemblage des centres [Fe-S], qui pourraient étre transportés vers le cytoplasme par le
transpoteur ATM3 (Arabidopsis Thoredoxine M-type 3). Préalablement a son entrée dans le chloroplaste, le Fe(lll)
est réduit en Fe(ll) par la réductase ferrique FRO7, puis pourrait étre pris en charge par PIC1 (Permease In
Chloroplast) pour entrer dans 'organite. Dans le chloroplaste, le fer est séquestré par des ferritines (FER).

Morrissey et Guerinot, 2009
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fonctions des genes YSL4 et YSL6, qui sont induits lors d'un excés de fer dans la plante, les simples
mutants d'insertion ysl4 et ysl6, ainsi que le double mutant ys/4ysl6, ont été étudiés. Alors que les
simples mutants ne présentent pas de phénotype, ysl4ysl6 est plus affecté par un exces de fer que le
génotype sauvage Col-0. Une quantification du fer chloroplastique et une analyse par imagerie de la
localisation du fer cellulaire ont montré que le double mutant ys/4ysl6 présente une surcharge en fer
chloroplastique en comparaison a Col-0. Parallelement, les phénotypes aggravés des lignées de
surexpression des génes YSL4 et YSL6 en condition de carence en fer ont confirmé le role de ces
génes dans la régulation de I'homéostasie du fer. Cette étude suggére l'implication de YSL4 et YSL6
dans I'homéostasie du fer chloroplastique, et ce en permettant le relargage du fer vers le cytoplasme

pour éviter une trop forte accumulation de fer dans les chloroplastes (Divol et al., 2013).

Quand le fer est peu accessible pour la plante, le mutant nul fro7, altéré dans I'expression du gene
FRO7, présente lui aussi un phénotype chlorotique couplé a une diminution de la photosynthése et
une moindre quantité de fer chloroplastique (Figure 1.11) (Jeong et al., 2008). La localisation
chloroplastique de FRO7 et sa fonction de réductase ferrique en font potentiellement un partenaire

moléculaire impliqué dans le trafic intracellulaire du fer.

Le chloroplaste est également un lieu de stockage du fer ol se trouve la ferritine FER1, une protéine
multimérique capable de contenir jusqu’a 4500 atomes Fe (Figure 1.11) (Briat et al., 2010). Chez A.
thaliana le géne AtFER1 est régulé au niveau transcriptionnel par le fer via une boite Iron-Dependent
Regulatory Sequence (IDRS) située sur son promoteur (Petit et al., 2001). En condition de carence
ferrique, la transcription du gene AtFER1 est réprimée par la liaison d'un répresseur a la boite IDRS.
Cette boite se retrouve dans les promoteurs des autres genes AtFER, mais sa fonctionnalité n’a pas

été testée (Briat et al., 2010).

Chez A. thaliana il existe trois autres protéines AtFER codées par les génes AtFER2, AtFER3 et AtFER4.
AtFER3, comme AtFER1, est présente dans les plastes des feuilles et des fleurs, AtFER2 est
uniqguement présente dans les plastes des graines et AtFER4 est mitochondriale (Figure I.11) (Briat et
al., 2010; Tarantino et al., 2010). L'étude du triple mutant fer1-3-4 a montré que les ferritines FER1,
FER3 et FER4, grace a leur propriété de séquestration du fer, limitent la production de FAO
dépendante de la réaction de Fenton (Ravet et al.,, 2009). Ces auteurs ont également mis en
évidence que les protéines FER1, FER3 et FER4 ne sont pas essentielles au fonctionnement du
chloroplaste ni au développement de la feuille. Au cours du stade reproductif, I'absence des
protéines FER1, 3 et 4 provoque une altération du développement des organes floraux et des fruits

chez le mutant fer1-3-4 (Ravet et al., 2009). Les auteurs attribuent ces troubles développementaux a
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Encart I.1: La perception du fer chez les animaux

Chez les mammifeéres, la protéine Iron Regulatory Protein 2 (IRP2) régule au niveau post-transcriptionnel des
génes du métabolisme du fer (Hentze et al., 2010). La protéine IRP2 est accumulée lors d’une carence en fer
et est dégradée quand le fer est présente en condition suffisante. La stabilité d’IRP2 est régulée par la
protéine FBXL5 (F-Box and LRR protein 5) qui est le senseur du fer chez les mammiféres (Salahudeen et al.,
2009). La protéine FBXL5, qui est associée a un complexe ubiquitine ligase E3, posséde dans sa partie N-
terminale un domaine hémérythine (Hr) qui contient un centre a deux atomes de fer (Thompson et al.,
2012). La perception de la quantité de fer serait réalisée au niveau de ce domaine Hr. Ainsi, lorsque le niveau
de fer est insuffisant pour les besoins cellulaires, FBXL5 est dégradée permettant I'accumulation d’IRP2, alors
gu’en condition suffisante de fer la protéine FBXL5 est stable ce qui provoque la dégradation de IRP2 par le
protéasome (Thompson et al., 2012). La protéine IRP1 posséde une double fonction d'aconitase et de liaison
a I'ARN (Anderson et al., 2012). Lorsque le fer est en quantité suffisante, IRP contient un centre [4Fe-4S] et
posséde une activité aconitase. En revanche, lorsque la cellule est en maque de fer, la protéine IRP1 perd
son centre [4Fe-45], ne peut plus assurer |'activité aconitase et se fixe aux séquences IRE de transcrits cibles.
La régulation d'IRP1 est majoritairement dépendante de la présence du centre [4Fe-4S], bien qu'elle puisse
étre dégradée comme IRP2 via FBXL5. Dans la littérature, il est proposé que I'activité d'IRP1 soit régulée par
le "Fe-S switch"; en condition de carence en fer, le centre [4Fe-4S] d'IRP1 est désassemblé et la protéine
peut se fixer sur les séquences IRE de ces cibles (Haile et al., 1992).

Faible [Fe] cellulaire Forte [Fe] cellulaire
IRP1 4Fe-4S
ARNmde la IRP2
IRP1/2 ferritine /
@ E ARNmde la
5 [ ] 3 5 ferritine 3’
Répression traductionnelle Activation traductionnelle
IRP2
IRP1 4Fe-4S
IRP1/2
¥ “RNase
TIR1 TfR1 §
5 3 5 e ? ? ??3
IRP1/2
DMT1 @ DMT1 2
5 3 5 e o el— o 3
Stabilisation de 'TARNm Dégradation de FARNmM
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Modifié d’aprés Anderson et al., 2012.
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un effet cytotoxique du fer libre, normalement contenu dans les ferritines, via un effet pro-oxydant

résultant de la réaction de Fenton.

Contrairement aux études menées chez le pois, I'étude du mutant fer2 d'A. thaliana a révélé que la
protéine FER2 n'est pas indispensable pour la germination de la graine et le développement de la
plantule (Briat and Lobreaux, 1997; Ravet et al., 2009). Toutefois, la sensibilité accrue des graines du
mutant fer2 au stress oxydatif indique que la protéine FER2 serait nécessaire pour prévenir des effets

déléteres des FAO dans la graine d'A. thaliana (Ravet et al., 2009).

La vacuole est également un compartiment de stockage du fer ol il se trouve en grande partie lié a la
NA ou a des phytates, en particulier dans les graines (Figure 1.11) (Morrissey and Guerinot, 2009).
L'entrée du fer dans la vacuole est assurée par le transporteur tonoplasmique VIT1 (Vacuolar Iron
Transporter 1) (Kim et al., 2006). Le mutant vitl présente des défauts de germination en milieu
alcalin en plus d’une localisation anormale du fer dans la graine. L’export sous forme Fe”" est réalisé
grace aux transporteurs de cations métalliques divalents NRAMP3 et NRAMP4 (Natural Resistance
Associated Macrophage Proteins) (Lanquar et al., 2005). Il a d'ailleurs été montré que les protéines
NRAMP3 et NRAMP4 sont accumulées en condition de carence ferrique (Thomine et al., 2003).
D’autre part, Morrissey et ses collaborateurs suggérent qu’AtFPN2/AtIREG2, un autre transporteur
d’influx vacuolaire induit en carence en fer, pourrait contribuer avec VIT1 a I'import du fer vacuolaire

(Morrissey et al., 2009).

Concernant le transport du fer vers ou depuis la mitochondrie, seul le transporteur du riz MIT1
(Mitochondrial Iron Transporter) a été caractérisé. Un criblage de mutants d’insertion d’ADN-T sur
milieu carencé en fer a permis d’identifier le gene MIT1 (Bashir et al., 2011). La mutation de perte de
fonction du gene a I'état homozygote entraine la Iétalité mais la version hétérozygote présente une
croissance affectée et une diminution de la quantité de fer dans la mitochondrie corrélée a une
accumulation de fer dans les tissus aériens. Malgré la présence des centres Fe-S dans des protéines
de la chaine respiratoire mitochondriale, trés peu de données sont actuellement disponibles quant

au role de la mitochondrie dans le stockage du fer (Briat et al., 2007).

2.4. Larégulation du métabolisme du fer

2.4.1. La perception du fer chez les plantes
Ces mécanismes d’acquisition se mettent en ceuvre lorsque la plante est en manque de fer, ce qui
suggere que les plantes possédent un ou plusieurs facteurs moléculaires capables d’évaluer la

quantité de fer aux niveaux cellulaire, tissulaire et systémique.
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Figure 1.12: Le modele hypothétique de perception et de régulation des génes du métabolisme du fer par IDEF1
chez leriz.

Dans ce modéle hypothétique le facteur de transcription Iron Deficiency-responsives Element Binding Factor 1
(IDEF1) pergoit le fer et les autres métaux via des régions répétées d’'histidine-asparagine (HN, en bleu) et de prolines
(P, en violet). Le ratio des concentrations de fer et des autres métaux, qui est corrélé aux variations de la quantité de
fer cellulaire, gouvernerait les trois phases de régulation de I'expression des génes de 'homéostasie du fer par IDEF1.
Lorsque la concentration en fer cellulaire est optimale et en début de carence en fer, IDEF1 active la transcription de
génes impliqués dans l'utilisation du fer, et ce par la fixation de IDEF1 sur les séquences IDE1 de ces génes. Dés lors
que I'épisode de carence est géré par la cellule végétale, les génes cibles régulés par IDEF1 ne sont plus les méme et
le facteur de transcription se fixe alors sur des séquences IDE1 et des éléments RY, afin d’activer 'expression de
génes de réponse & la carence en fer.

Kobayashiet al., 2012.

46



Chez le riz, OsIDEF1 a été proposé comme senseur du fer. Le facteur de transcription IDEF1, Iron
Deficiency-responsives Element (IDE) binding Factor 1, tient son nom des séquences spécifiques IDE
des promoteurs des génes cibles (Figure 1.12) (Kobayashi et al., 2007). IDEF reconnait les cinqg acides
nucléiques CATGC des séquences IDE via les répétitions histidine-asparagine et des régions enrichies
en proline située dans la partie N-terminale de la protéine. Lorsque le fer est présent en quantité
suffisante dans la cellule ou précocement dans I'établissement de la carence en fer, OsIDEF1 active
I’expression d’un groupe de genes d’utilisation du fer (Kobayashi et al., 2009; Kobayashi et al., 2010).
Lorsque la carence en fer s'intensifie, il y a une modification du ratio de la concentration en fer et la
concentration des autres métaux dans la cellule. Cette modification entraine un changement des
cibles d'IDEF1 qui active alors I'expression d'un groupe de genes de réponse a la carence en fer,
notamment des genes responsables de I'acquisition du fer. Pour que la régulation des genes de
I'homéostasie du fer par IDEF1 soit rapide et efficace, il faut que cette protéine soit présente a tout
instant dans la cellule. Tout comme cela a été observé pour les transcrits de FBXL5 (Encart 1), le
senseur du fer chez les mammiféeres, les transcrits du géne IDEF1 sont régulés indépendamment du

statut en fer de la plante (Thompson et al., 2012).

Chez les plantes dicotylédones, aucun systeme de perception de la concentration de fer n'est

identifié I'neure actuelle (Kobayashi and Nishizawa, 2012).

2.4.2. Les génes impliqués dans la régulation du métabolisme du fer

Chez Arabidopsis, deux facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la réponse a la
carence ont été identifiés : FER-like Iron-deficiency-induced Transcription factor (FIT) et POPEYE (PYE)
(Bauer et al., 2004; Colangelo, 2004; Jakoby et al., 2004; Yuan et al., 2008; Long et al., 2010). Ces

génes codent tous deux des facteurs de transcription de type bHLH (basic Helix-Loop-Helix).

Chez la tomate, le mutant fer qui présente un phénotype chlorotique sévére, un défaut de croissance
et une mort prématurée en carence en fer, a été identifié (Ling et al., 2002). Le géne FER a été
identifié chez la tomate par clonage positionnel (Ling et al.,, 2002). Ce géne code un facteur de
transcription de type bHLH exprimé en carence en fer dans les racines, plus précisément dans les
noyaux ou la protéine FER active I'expression de génes de réponse a la carence en fer comme IRT1
(Ling et al., 2002). Chez A. thaliana, le géne bHLH29 est ’homologue du géene FER (Bauer et al., 2004;
Colangelo, 2004; Jakoby et al., 2004; You Xi et al., 2005). L’expression du géne bHLH29, aussi nommé
FRU ou FIT par convention, est induite lors d’une carence en fer : les transcrits du gene et la protéine
s’accumulent dans I'épiderme racinaire, ou la protéine a une localisation nucléaire (Bauer et al.,

2004; Colangelo, 2004; Jakoby et al., 2004). Les génes FRO2 et IRT1, responsables de I'acquisition du
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Figure 1.13: Le modele de la régulation de FIT par la carence en fer.

Lorsque la carence en fer est percue par la plante, les ARNm FIT et les protéines FIT sont accumulés dans les cellules
racinaires pour initier les réponses de la plante & la carence. Ces réponses incluent I'activation transcriptionnelle des
génes FRO2 et IRT1, impliqués dans I'acquisition du fer.

Parallélement, la stabilité des protéines FIT diminue et ces protéines sont dégradées par le protéasome 26S, et ce en
conséquence de la polyubiquitination de FIT. Cette élimination des protéines FIT « usées » permet I'activation
transcriptionnelle des génes cibles de FIT par des protéines FIT « fraiches ». Ce roulement permettrait la réinitiation
réguliére de cycles de transcription des génes de réponses a la carence en fer, et une adaptation de 'amplitude de
cette réponse au taux de dégradation de FIT.

Sivitzet al., 2011
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fer, sont contrdlés par FIT au niveau transcriptionnel (Colangelo, 2004). A travers la littérature, il est
suggéré que le facteur de transcription FIT active |'expression de FRO2 et IRT1, bien que la liaison de
FIT aux promoteurs de ces génes n'ai jamais été montrée. Concernant la régulation transcriptionnelle
de FIT, le signal moléculaire activateur n’a pas été identifié. L'analyse d'une lignée de surexpression
du gene FIT a révélé la coexistence d'un niveau de régulation transcriptionnelle et post-
transcriptionnelle (Sivitz et al., 2011). En effet, bien que le géne FIT soit exprimé constitutivement
dans la lignée de surexpression, le niveau d'accumulation de protéine IRT1 lors d'une carence en fer
de trois jours est comparable a celui observé chez la plante sauvage. A I'aide de la cycloheximide, un
inhibiteur de la synthese protéique, et de l'inhibiteur du protéasome 26S MG132, les auteurs ont mis
en évidence des modifications post-transcriptionnelles et un adressage au protéasome de la protéine
FIT (Sivitz et al., 2011). En condition limitante de fer, la protéine FIT est déstabilisée et dégradée par
le protéasome d’'une part, et d’autre part la synthése de la protéine est accrue. Les auteurs
interpretent la régulation post-traductionnelle de FIT par un besoin de la plante d’avoir des protéines
FIT « fraiches » (Figure 1.13). C'est a dire des protéines rapidement produites puis détruites une fois
la fonction d'activation transcriptionnelle assurée (Sivitz et al., 2011). Chez le mutant nul fit, on
constate que les plantules sont viables a condition d’apporter du fer dans la solution d’arrosage
(Colangelo, 2004). En revanche, la sur-expression de FIT ne modifie pas I'expression de FRO2 et IRT1,
suggérant que FIT a besoin d’au moins un partenaire moléculaire pour remplir sa fonction. Grace un
crible double hybride chez la levure puis une confirmation dans des protoplastes d'A. thaliana , il a
été montré que FIT interagit avec les facteurs de transcription bHLH38 et bHLH39 (Yuan et al., 2008).
Les interactions protéiques FIT-bHLH38 et FIT-bHLH39 permettent I'activation transcriptionnelle de
FRO2 et IRT1 et une augmentation de la quantité de fer dans la plante (Yuan et al., 2008). En effet,
I'expression constitutive de FIT et de bHLH38 ou bHLH39 conduit a I'expression constitutive de FRO2
et de IRT1 et a une plus forte accumulation de fer que les lignées de sur-expression de chacun des

trois genes FIT, bHLH38 et bHLH39 (Yuan et al., 2008).

Comme énoncé précédemment, un deuxiéme régulateur a été décrit. Suite a I'étude du
transcriptome des différents types cellulaires de la racine d’A. thaliana, le facteur de transcription
PYE a été identifié car I'expression du gene PYE est induite par la carence en fer dans le cylindre
central racinaire (Dinneny et al., 2008). Le géne PYE code un facteur de transcription de type bHLH
dont I'absence chez le mutant nul pye-1 provoque une chlorose internervaire, une inhibition de
croissance et un défaut de formation des poils absorbants (Long et al., 2010). Chez le mutant pyel,
I'expression de génes impliqués dans I'homéostasie des ions métalliques est induite. Parmi ces génes
on retrouve NAS4, le gene FRO3 codant une réductase ferrique, le géne ZIF1 codant un transporteur

de zinc, ou encore BTS codant une ubiquitine-ligase E3 de liaison a I'ADN. Ces résultats suggerent que
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Figure 1.14: Le modéle hypothétique de la régulation de la réponse de la plante lors de la carence en fer par PYE.

Les facteurs de transcription POPEYE (PYE) et BRUTUS (BTS) régulent de facon opposée les génes Zinc Induced
Facilitator 1 (ZIF1), Ferric Reduction Oxydase 3 (FRO3) et Nicotianamine Synthase 4 (NAS4). Lors de la carence en fer,
ILR3 et bHLH115 pourraient interagir avec PYE pour inhiber I'expression des génes ZIF1, FRO3 et NAS4. Lorsque le fer
est en quantité suffisante dans la cellule, les protéines ILR3 et bHLH115, deux facteurs de transcription de type bHLH,
pourraient interagir avec BTS pour activer I'expression des génes ZIF1, FRO3 et NAS4. D’autre part, PYE réprime
indirectement 'expression de BTS.

Ce modéle hypothétique se base sur les interactions protéiques mises en évidence chez S. cerevisiae et A. thaliana, et
des études d’expression de génes chez les mutants pye et bts.

lvanov et al., 2012
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PYE exerce une régulation négative de I'expression de ces trois génes en contexte sauvage (Figure
1.14). Une expérience d'immuno-précipitation de la chromatine sur puce a ADN a confirmé que NAS4,

FRO3 et ZIF1 sont des cibles directes du facteur de transcription PYE (Long et al., 2010).

D'autre part, les protéines ILR3 et bHLH115, deux facteurs de transcription de type bHLH, ont été
identifiées comme des partenaires d'interaction de PYE a l'issue d'un crible grace a un systeme de
double hybride chez la levure. Ce crible a mis en évidence qu'un autre facteur de transcription,
nommeé BTS, est un interacteur protéique de IRL3 et bHLH115. Il se trouve que, dans le transcriptome
qui a permis de révéler I'implication de PYE dans la réponse a la carence en fer, I'expression du gene
BTS est également fortement induite. D’aprées les phénotypes opposés des mutants bts-1 et pye-1, et
la présomption d’interacteurs communs, les auteurs émettent I’hypothese la présence des protéines
BTS et PYE dans les cellules permettent I'équilibre de la régulation de I'expression des génes de

I’'homéostasie du fer tels que ZIF1, NAS4 et FRO3 (Figure 1.14) (Long et al., 2010).

2.4.3. Larégulation hormonale du métabolisme du fer

Outre la régulation des geénes du métabolisme du fer par ces deux facteurs de transcription, plusieurs
études montrent que l'auxine, I'éthyléne et I'acide nitrique (NO) régulent favorablement la réponse a
la carence en fer (Figure 1.15) (Romera et al., 2011). Effectivement, un manque de fer chez la plante

conduit a I'accumulation de ces trois molécules signal (Romera et al., 2011).

Lorsqu'un manque de fer est percu par les plantes utilisant la stratégie I, il a été montré qu'une
augmentation symplastique et locale de la quantité de fer survient au niveau des racines secondaires
et dépend de I'activité d'IRT1 (Giehl et al., 2012). Cette augmentation locale du fer symplastique
génere un transport de l'auxine dans les apex des racines secondaires qui a été mis en évidence a
I'aide du gene codant I'enzyme B-glucuronidase sous le contréle du promoteur DR5 inductible par
I'auxine exprimé chez A. thaliana (Giehl et al., 2012). Chez le mutant de transport de I'auxine aux1, la
réponse d'élongation racinaire conséquente a la carence en fer est perdue, ce qui confirme le réle de
I"auxine dans I’élongation racinaire en réponse au fer. Ces résultats montrent que la présence de fer
symplastique résultant de I'activité du transporteur IRT1 serait un prérequis au développement de
racines secondaires, un processus développemental majoritairement sous le contréle de I'auxine

(Giehl et al., 2012).

En condition de carence en fer, I'ajout du précurseur de I'éthylene ACC provoque une induction de
FIT, laquelle résulte en une activation transcriptionnelle de FRO2 et IRT1 (Lucena et al., 2006; Lingam

et al., 2011). Récemment, l'interaction entre FIT et les facteurs de transcription de réponse a
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Figure 1.15: Le modéle de la régulation hormonale des acteurs moléculaires de la stratégie | d’acquisition du fer.

L'auxine, I'éthyléne et I'oxyde nitrique (NO) sont impliqués dans la régulation positive de 'expression des génes
d’acquisition du fer FIT, FRO2 et IRT1. Les hormones cytokinine et jasmonate sont impliquées dans la régulation
négative de I'expression des génes d’acquisition du fer FRO2 et IRT1, indépendamment de la régulation par FIT. Le fer
contenu dans le phloéme traduirait la fin de la carence en fer et régulerait négativement I'expression des génes

impliqués dans I'acquisition du fer. PM: membrane plasmique.

Hindt and Guerinot, 2013
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I'éthylene EIN3 et EIL1 a été démontrée comme importante et nécessaire a I'accumulation des
transcrits FIT et a I'expression de ses génes cibles chez A. thaliana (Lingam et al., 2011). Lors de la
carence en fer, EIN3/EIL1 interagissent physiquement avec FIT, ce qui limite la dégradation de FIT par
le protéasome 26S (Lingam et al., 2011). Le mécanisme par lequel l'interaction entre FIT et EIN3/EIL1
limite la dégradation de FIT n'a pas été identifié. Afin d'identifier des cibles de EIN3/EIL1 en condition
limitante de fer, I'analyse transcriptomique du mutant ein3/eil1 en condition contrdle ou limitante de
fer, en comparaison a la lignée sauvage Col-0, a été entreprise (Lingam et al., 2011). Parmi les cibles
d’EIN3/EIL1, des génes impliqués dans le remodelage de I'appareil photosynthétique et des génes de
réponses aux FAO ont été identifiés. Les auteurs proposent que I'éthyléne, via I'action d'EIN3/EIL1,
favoriserait une réorganisation des photosystemes et la détoxication des FAO pour limiter les effets

cytotoxiques liés a I'éclairement lors d'une carence en fer (Lingam et al., 2011).

L'application exogéne d’oxyde nitrique chez la tomate (NO) induit I'accumulation des transcrits de
FER, LeFRO1 et LelRT1 alors qu'en présence d’un piégeur de NO le nombre de transcrits de ces génes
décroit (Graziano and Lamattina, 2007). La nitrate réductase (NR) est une enzyme qui participe a la
formation de NO en catalysant la réduction du nitrite. Chez le mutant nia de la tomate, dont I'activité
NR est estimée a 20% de celle de la plante sauvage, les transcrits de LeFER, LeFRO1 et LelRT1 ont un
niveau d’accumulation réduit lors d’une carence en fer, en comparaison avec les niveaux accumulés
pour le génotype sauvage (Graziano and Lamattina, 2007). Chez A. thaliana lors d’une carence en fer,
la présence de NO stabilise les protéines FIT en limitant leur dégradation par le protéasome (Meiser

et al., 2011).

La hiérarchie d’action de ces trois molécules signal est décrite suivant des modeles proposés par
différents auteurs (Figure 1.15). Les résultats issus d’'une étude croisée d’'un mutant nul de transport
de l'auxine et de surexpression de I'auxine seraient en faveur d’une action de I'auxine en amont de
I'action du NO (Chen et al., 2010). Par ailleurs, en utilisant des tests pharmacologiques pour
augmenter ou éteindre la signalisation déclenchée par le NO et/ou I'éthyléne, puis en observant les
niveaux d'expression de genes de réponse a la carence en fer, au NO et a I'éthylene, Garcia et al.
proposent un modele dans lequel la production racinaire de NO promeut la production d’éthyléne, et
réciproquement, générant une boucle d’activation transcriptionnelle des genes d’acquisition du fer

en condition limitante (Garcia et al., 2011).

D’autres signaux régulent négativement la réponse a la carence en fer. Il s’agit des cytokinines (CK) et
du jasmonate (JA) (Figure 1.15) (Seguela et al., 2008; Maurer et al.,, 2011). A I'aide d’un apport
exogene de méthyl-jasmonate (MelA), d’ibuproféne qui est un inhibiteur de lipoxygénase et des

mutants jarl-1 et coil, qui sont déficients pour la biosynthése et la perception de la forme active du
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JA (JA-lleu, voir ci-dessous) respectivement, il a été montré que le JA réprime I'expression de FRO2 et
IRT1 lors de la carence en fer (Maurer et al., 2011). Cette action du jasmonate pourrait résulter de
I’adaptation aux stress biotiques, limitant ainsi la quantité de fer disponible pour les enzymes
dépendantes du fer impliquées dans la mort cellulaire lors d’une infection par un agent pathogene

(Maurer et al., 2011).

L'application exogene de CK sur des plantes d’A. thaliana conduit a la réduction du niveau de
transcrits FRO2, IRT1 et FIT, ainsi qu’une diminution de la quantité de protéine IRT1 et de I'activité
réductase ferrique et ce indépendamment de la concentration en fer du milieu (Seguela et al., 2008).
Cette inhibition par les CK de la machinerie d’acquisition du fer est réduite dans les mutants de
perception des CK crel et ahk3, et presque nulle dans le double mutant crel ahk3, ce qui montre que
la répression de IRT1 et FRO2 est sous le controle de la signalisation CK (Seguela et al., 2008). Les
auteurs ont voulu savoir si la répression de I'expression de FRO2 et IRT1 par les CK, qui a lieu
indépendamment de la quantité de fer présente dans le milieu de culture, est la conséquence d’une
régulation négative de la croissance racinaire exercée par les CK. Pour répondre a cette question,
différents traitements inhibant la croissance racinaire ont été réalisés, tels que le stress osmotique
en présence de mannitol ou une forte concentration d’auxine. Ces expériences ont permis de
montrer que I'effet des cytokinines n’est pas spécifique et que I'expression d’/RT1 est réprimée en
condition de réduction de croissance racinaire indépendamment de la présence de fer (Seguela et al.,
2008). Ces résultats refletent une intégration de plusieurs signaux par la plante dus aux conditions de

I’environnement.
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3. Présentation générale des interactions plantes - agents pathogenes

Les organismes vivants n'étant pas isolés les uns des autres, ils établissent des interactions. Ainsi, de
nombreux microorganismes peuvent se trouver au contact des végétaux et selon les bénéfices retirés
par ces deux acteurs, ces interactions sont qualifiées de symbiotique, commensale, saprophyte ou
pathogéne (Lepoivre, 2003). L'organisme végétal est une source abondante de nutriments que les
microorganismes peuvent exploiter. Les microorganismes symbiotiques tirent parti des nutriments
issus de la plante tout en étant bénéfiques pour le partenaire végétal, en apportant une source
d'azote par exemple. C'est le cas dans les relations symbiotiques qui associent des plantes
légumineuses aux bactéries du genre Rhizobium (Lepoivre, 2003). Dans le cadre d'une relation
commensale, les microorganismes utilisent les ressources végétales sans compromettre le
métabolisme de la plante. En vivant sur les organes végétaux morts, les champignons saprophytiques

assurent leur nutrition tout en participant a la dégradation de la matiere organique (Lepoivre, 2003).

Le besoin de I'nomme d’augmenter la production végétale conduit a des pratiques culturales
pouvant modifier I'équilibre naturel de ces relations entre plantes et microorganismes, et
notamment favoriser le développement de maladies dues aux mécanismes phytopathogenes
(Lepoivre, 2003). La densité et la date d’un semis, les pratiques d’irrigation ou encore I'utilisation de
fertilisants et de produits phytosanitaires sont des éléments impactant sur la physiologie des
végétaux et donc sur la capacité d’un microorganisme a coloniser la plante. Afin de diminuer les
risques phytosanitaires et I'impact environnemental des pratiques culturales, il est nécessaire de
mieux comprendre les interactions entre les agents pathogenes et leurs hotes, les mécanismes de

pathogénie, et de résistance ou de sensibilité des plantes a ces microorganismes.

3.1. Etape 1: Atteindre les tissus végétaux

3.1.1. Les stratégies d’infection des microorganismes pathogénes

Les stratégies d'infection peuvent impliquer trois types d'action: 1) I'attaque de la cellule végétale, 2)
la protection du microorganisme pathogéne et notamment de ses structures d'infection contre les
réponses activées par la cellule végétale, 3) le contournement ou l'inhibition des réponses

immunitaires de la plante.
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Figure 1.16: Les modalités d’entrée des microorganismes pathogénes dans les tissus végétaux.

Les agents pathogénes pénétrent dans les tissus et les cellules par les stomates ou par des blessures, sur les faces
abaxiales et adaxiales des feuilles, ou alors ils pénétrent directement dans les épidermes foliaires et racinaires.
Chacun de ces mécanismes d’invasion permet au microbe d’étre en contact avec différents types cellulaires. Les
microorganismes filamenteux demeurent néanmoins a I'extérieur de la cellule hote, méme lorsque la cellule végétale
est envahie par un haustorium ou des hyphes. Les haustoria sont enveloppés d’une matrice extrhaustoriale (EHM) et
la membrane extrahaustoriale dérivée de la membrane plasmique de la cellule hote. La EHM forme un continuum
avec la membrane plasmique de la cellule végétale, et est proposée comme site privilégié de sécrétion des effecteurs
et d’acquisition des nutriments par le microbe.

Abbréviations: épiderme (Ep), parenchyme pallissadique (Pm), parenchyme lacuneux (Sm), stomate (St), poils
racinaires (Rh), cortex (C), endoderme (En), tissus vasculaires (Vasc), vaisseaux du xyléme (Xv), hyphe (Hy),
haustorium (Ha), matrice extrahaustoriale (EHMx), membrane extrahaustoriale (EHM).

Adapté d’aprés Faulkner and Robatzek, 2012
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3.1.1.1. Les stratégies d'attaque

3.1.1.1.1. La dégradation de la paroi de la cellule végétale

Pour faciliter la pénétration par l'appressorium, ou I'entrée directement dans la cellule et I'accés au
contenu cellulaire, certains microorganismes ont recours a des enzymes de dégradation de la paroi
pecto-cellulosique (Figure 1.16) (Faulkner and Robatzek, 2012). En effet, la sécrétion d’enzymes de
dégradation de la paroi est une stratégie d’infection répandue chez les agents pathogenes (Lepoivre,
2003). Ces enzymes de dégradation ont pour substrat les composés de la paroi végétale : la cellulose,
I'hémicellulose, les pectines et d’autres polysaccharides pariétaux (Lagaert et al., 2009). Un
microorganisme pathogéne donné produit et sécréte un cocktail d’enzymes qui lui est propre et qui

affecte tout ou parti I'intégrité de la paroi végétale.

C'est le cas des microorganismes pathogenes nécrotrophes et hémi-biotrophes, qui se multiplient
dans des cellules mortes, et qui pénétrent directement dans le tissu végétal (Figure 1.16). Une fois a
I'intérieur, les microorganismes filamenteux, oomycetes et champignons, peuvent former un
haustorium dans la cellule ou développer des hyphes invasifs a I'échelle tissulaire, comme Blumeria
graminis f. sp. hordei (Bgh) ou Magnaporthe oryzae respectivement (Kankanala et al., 2007,
Hueckelhoven and Panstruga, 2011). Une autre illustration est celle de la bactérie pathogéne
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria qui sécrete des xylanases et M. oryzae qui sécrete des
cellulases et des xylanases promouvant I'agressivité (Szczesny et al.,, 2010; Jung et al., 2012).
L'entérobactérie phytopathogene Dickeya dadantii utilise également des enzymes pectinolytiques
pour l'infection sur plante hote (Reverchon and Nasser, 2013). L'implication de ces enzymes dans la

pathogénie de D. dadantii sera traitée au paragraphe 4.1.2.1.1. de l'introduction.

3.1.1.1.2. La sécrétion de composés phytotoxiques
Certains microorganismes pathogenes produisent des toxines qui sont des métabolites secondaires
participant au pouvoir pathogéne du microbe en favorisant la mort cellulaire ou la reprogrammation

de I'expression du génome de la plante hote (Faulkner and Robatzek, 2012).

La toxine HC est une toxine spécifique produite par le champignon pathogéne Cochliobolus
carbonum sur plante hoéte, le mais (Walton, 2006). En comparaison avec la souche sauvage de C.
carbonum, les souches dépourvues de la toxine HC provoquent des Iésions réduites sur les plants de
mais sensibles (Ahn and Walton, 1996). Ce tétrapeptide cyclique participe donc a la pathogénie du
champignon. La présence de cette toxine dans la cellule végétale inhibe I'action des histones

déacétylases, ce qui provoque une hyperacétylation des histones et modifie I'expression des génes
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de la plante héte. Les auteurs ont émis I'hypothése selon laquelle parmi ces génes se trouvent des

génes impliqués dans les réponses immunitaires (Brosch et al., 1995).

Un autre exemple de toxine est celui de la tabtoxine secrétée par I'agent de la maladie du feu
sauvage du tabac P. syringae pv. tabaci. |l s’agit d’une toxine non spécifique nommée B-lactame-
tabtoxine (TBL) (Turner and Debbage, 1982). Chez Nicotiana benthamiana, la TRL inhibe la glutamine
synthétase qui catalyse la production de glutamine a partir du glutamate. Cette inhibition conduit
alors a l'accumulation excessive d’ions ammonium dans les cellules et provoque les Iésions

chlorotiques caractéristiques de cette maladie (Turner and Debbage, 1982).

3.1.1.2. La protection des structures d’infection
Les structures d'infection mises en place par les agents pathogenes vont étre percues par la plante et
soumises a des composés d'origine végétale qui vont nuire a leur intégrité. Parmi ces composés, on

peut trouver des FAO ou des enzymes de dégradation des parois fongiques.

L'exemple de la superoxyde dismutase Mn-SOD de D. dadantii illustre I'importance de la protection
contre les effets toxiques des FAO. Sur la plante hote S. ionantha, la souche déficiente dans la Mn-
SOD n'est pas capable de provoquer la macération du tissu végétal, contrairement a la souche
bactérienne sauvage (Santos et al., 2001). Ce résultat indique que la détoxication du stress oxydant

produit par la plante lors de l'infection est nécessaire a la pathogénie de la bactérie.

Plus récemment, la protection de structures d'infection fongiques contre la dégradation par I'h6te
végétal a été mise en évidence. Lors de la colonisation de la plante hote Solanum lycopersicum, le
pathogéne fongique Cladosporium fulvum sécréte I'effecteur Avrd. Avrd est une protéine de type
lectine qui se fixe sur la chitine et protége la paroi cellulaire du champignon contre la dégradation
par des chitinases d’origine végétale (van den Burg et al., 2006; van Esse et al., 2007). Ecp6, un autre
effecteur de C. fulvum abondamment sécrété lors de la colonisation de la plante, est une protéine de
type lectine a domaine LysM requise pour l'intégrité de la pathogénie du champignon pathogene. Il a
été montré qu’en se fixant a la chitine, Ecp6 empéche sa détection par les récepteurs de la cellule

végétale et donc le déclenchement de réponses de défense (de Jonge et al., 2010).

3.1.1.3. La suppression des réponses immunitaires de la cellule végétale
Certaines bactéries pathogénes sont dotées d’un systéeme de sécrétion de type Il (SST3) qui leur

permet l'injection dans le cytoplasme de la cellule héte d’effecteurs spécifiques dits de type Ill (Feng
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and Zhou, 2012). Chez les plantes, ces effecteurs de type Ill ont pour cibles des protéines ou I’ADN de
la cellule végétale, et ont pour but, entre autre, d’entraver la mise en place des défenses de I'hote

(Feng and Zhou, 2012).

En effet, la présence des microorganismes est détectée par la cellule végétale et déclenche des
réponses de défenses empéchant I'infection par la plupart des microorganismes pathogénes (Jones
and Dangl, 2006). Ce niveau de défense est appelé PTI, pour Pattern-Triggered Immunity, est activé
suite a la perception de molécules microbiennes conservés telles que la flagelline, et sera traité plus
en détail au paragraphe 3.2. de l'introduction. Néanmoins, certains agents pathogenes possedent
dans leur arsenal des effecteurs capables de contourner ou supprimer la PTI. Ces effecteurs
favorisent donc l'infection. C’'est I'ETS, pour Effector-Triggered Susceptibility. Si ces effecteurs sont
reconnus par la cellule végétale, l'interaction est qualifiée d'incompatible et la plante met en place
un programme de défense nommé ETI (Effector-Triggered Immunity), plus intense et plus rapide que
celui établi au cours de la PTI. L'effecteur reconnu par une plante peut aussi étre appelé « protéine
d’Avirulence » et la souche d’agent pathogene qui I'exprime est alors dite « avirulente ». L'ETI peut
elle-méme étre contournée par les microorganismes au moyen d’autres effecteurs. En revanche, si la
cellule végétale n’est pas génétiquement équipée pour reconnaitre un effecteur, la plante est dite
sensible a I'agent pathogéne considéré, qui est dit «virulent» et linfection est poursuivie.

L'interaction est alors qualifiée de compatible.

Pour illustrer la suppression de la PTI par un effecteur microbien, je vais présenter I'exemple de
I'effecteur AvrPto de P. syringae pv. tomato (Pst). Certaines souches de Pst expriment le géne avrPto
qui code l'effecteur de type Il AvrPto (Ronald et al., 1992). AvrPto assure la suppression de la PTl en
interagissant avec les récepteurs de la flagelline FLS2, du facteur d’élongation de la traduction EF-Tu
EFR chez A. thaliana, et avec le récepteur de la flagelline LeFLS2 chez la tomate (Xiang et al., 2008).
Cette interaction a pour conséquence l'inhibition de I'activité kinase de ces récepteurs et donc
empéche le déclenchement de la signalisation de mise en place des défenses dites PTI de la cellule

végétale (Xiang et al., 2008).

Un autre exemple est celui de I'effecteur de type Ill HopZ1, produit par P. syringaepv. glycinea (Pgy)
et qui participe a la pathogénie de la bactérie sur le soja (Zhou et al., 2011). HopZ1 appartient a la
famille YopJ, des protéases/acétyltransférases a cystéines (Ma et al.,, 2006). En se basant sur
I'hypothése que HopZ1 utilise son activité protéase/acétyltranférase a cystéines pour manipuler la
cellule végétale, Zhou et al. ont réalisé un crible double hybride chez la levure pour identifier les
cibles végétale de HopZl (Zhou et al.,, 2011). Les auteurs ont identifié la 2-hydroxyisoflavone

déshydratase (GmHID1) comme interacteur de HopZ1, une enzyme de biosynthése de I'isoflavone,
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Figure 1.17: Les étapes de colonisation d’'une plante par un agent pathogéne et les réponses immunitaires
déployées.

La premiere étape (1) est la rencontre physique entre I'agent pathogéne et le tissus végétal qui comporte des
barrieres physiques et chimiques a l'entrée de pathogéne. Si le pathogéne réussit a franchir ces défenses
préexistantes (2), celui-ci peut étre reconnu par la plante au moyen de récepteurs membranaires et ainsi déclencher
une signalisation spécifique conduisant a I'induction de réponses immunitaires (PTI). Si le pathogéne contourne et/ou
évite la PTI (3), celui-ci peut étre doté d’effecteurs spécialisés dans le processus de virulence. Selon le patrimoine
génétique de la plante, sa capacité a reconnaitre cet effecteur et induire des réponses immunitaires adaptées (ETI), la
plante résiste a I'infection (4a) ou développe la maladie (4b).
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un métabolite secondaire aux propriétés antimicrobiennes. Des expériences complémentaires de
BiFC ont confirmé in vitro I'interaction entre I'effecteur bactérien HopZ1 et GmHDI1. HopZ1 est donc

un effecteur bactérien qui réprime la PTl en inhibant la voie de biosynthese de I'isoflavone.

3.1.2. Les défenses préexistantes des végétaux

Avant que I'agent pathogene n'atteigne la cellule végétale, il fait face a plusieurs obstacles physiques
et chimiques établis par la plante. Par exemple, les organes aériens et foliaires en particulier sont
recouverts de cires et de trichomes qui limitent physiquement I'accés des microorganismes aux
cellules de I'épiderme végétal (Lepoivre, 2003). La paroi végétale, par ses composés structuraux tels
que la lignine et la cellulose, constitue une protection passive et réduit la possibilité d'atteindre la

membrane cellulaire pour les microbes.

L'apoplasme est un compartiment cellulaire particulierement hostile pour les agents pathogénes. En
plus des obstacles physiques, I'agent pathogéne y rencontre diverses substances chimiques qui lui
sont toxiques. On peut y trouver des composés antimicrobiens a large spectre tels que des peptides,
des protéines et des métabolites secondaires appelés phytoanticipine (Hiickelhoven, 2007). Ces
barrieres physiques et chimiques préformées peuvent empécher I'établissement des structures
d'infection mises en place par certains microorganismes pathogenes (Heath, 2000; Dixon, 2001;
Kamoun, 2001; Piater, 2004). Par exemple, Septoria lycopersici, le champignon pathogéne a I'origine
de la septoriose de la tomate, a besoin de sécréter la tomatinase pour infecter la tomate avec succes
(Martin-Hernandez et al., 2000). La tomatinase est une enzyme de dégradation de I'a-tomatine, une
phytoanticipine de type saponine qui est accumulée dans les cellules saines de cette plante (Roddick,

1974).

3.2. Etape 2 : La reconnaissance moléculaire et I'induction des défenses des

plantes

Outre les barrieres préformées, les plantes peuvent activer les défenses suite a la détection des

microorganismes (Figure 1.17).
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Figure 1.18: La représentation schématique de différents motifs moléculaires associés aux microorganismes
(MAMP).

La chitine: les polyméres GlcNAc (en bleu) de chitine sont des composants importants de la paroi. Un oligomére
minimal de six unités GlcNAc est requis pour le dimérisation de CERK1 et le déclenchement des réponses
immunitaires de la cellule végétale. Le facteur d’élongaction EF-Tu: C’est la partie N-terminale acétylée de EF-Tu,
protéine présente dans le cytoplasme bactérien, qui est reconnue par le récepteur EFR de la cellule végétale. Ici est
représentée la structure de EF-Tu chez E. coli. La flagelline: les flagelles bactériens sont formés de monomeéres de
flagelline. Ces monomeéres de flagelline ont une partie accessible et une partie non accessible depuis I'extérieur du
flagelle . Ces deux parties sont reconnues par le récepteur végétal FLS2 (vert), alors que le récepteur TLR5 des cellules
animales ne reconnait que la partie extérieur au flagelle. Ici est représentée la structure de la flagelline chez
Salmonella typhimurium. Le lipopolysaccharide LPS: La molécule de LPS est généralement composée de trois partie:
une chaine O-spécifique (vert), une partie core d’oligosaccharide (rouge/jaune) et un domaine lipide A (bleu). Ces
trois parties sont capables de déclencher des réponses de défense chez la plante. Le LPS est ancré dans la membrane
extérieure des bactéries 8 Gram négatif.

Modifié d’aprés Pel and Pieterse, 2013
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3.2.1. La reconnaissance de motifs moléculaires associés a la présence de

microorganismes (MAMP) ou aux dégats (DAMP)

3.2.1.1. Les MAMP et les récepteurs associés

Comme les animaux, les plantes sont équipées de récepteurs qui pergoivent et reconnaissent des
motifs moléculaires associés aux microorganismes, nommés MAMP (Microbe-Associated Molecular
Pattern), pouvant révéler leur présence. Un MAMP est un motif moléculaire toujours associé au
microbe et qui est présent et conservé chez un ou plusieurs ensembles taxonomiques de
microorganismes (Figure 1.18) (Pel and Pieterse, 2012). De ce fait, les MAMP ont un réle majeur dans
le cycle de vie du microorganisme et sont, par exemple, des constituants structuraux tels que le
peptidoglycane des parois bactériennes, les lipopolysaccharides de surface (LPS) des membranes des
bactéries a Gram négatif, la chitine des parois fongiques, I'heptaglucane des parois de certains
oomycetes ou encore le facteur d’élongation de la traduction bactérien EF-Tu (Monaghan and Zipfel,
2012). La protéine Ax21 impliquée dans le quorum-sensing des bactéries du genre Xanthomonas, les
xylanases fongiques, et certaines molécules issues de la dégradation de composés d’origines
végétales comme des peptides ou des oligosaccharides, sont capables de déclencher des réponses

immunitaires chez les plantes (Monaghan and Zipfel, 2012).

Les récepteurs des MAMP sont nommés Pattern-Recognition Receptor (PRR). Les PRR permettent la
détection précoce des microorganismes pathogeénes (Monaghan and Zipfel, 2012). Il existe différents
PRR dédiés a la reconnaissance de différents types de MAMP. La reconnaissance d'un MAMP par le
récepteur PRR associé initie la mise en place d'un programme de défenses immunitaires chez la
plante dit PTI (Monaghan and Zipfel, 2012). Les récepteurs PRR sont de deux types protéiques: les
Receptor-Like Kinases (RLK) et les Receptor-Like Protein (RLP), nommés dans ce manuscrit PRR-RLK
ou PRR-RLP respectivement (Figure 1.19). Les PRR-RLK et PRR-RLP sont localisés au niveau de la
membrane plasmique, ils reconnaissent leurs ligands via un domaine extracellulaire (ECD) et
posseédent un domaine transmembranaire. Les récepteurs de type PRR-RLK possedent également un
domaine kinase intracellulaire; les récepteurs de type PRR-RLP possédent un domaine intracellulaire
tres court qui ne présente pas de fonction de signalisation (Monaghan and Zipfel, 2012). Les ECD des
PPR sont variables et sont constitués des domaines modulaires suivants: des modules LRR (Leucine-
Rich Repeat), des modules LysM permettant la liaison de carbohydrates (CBM: Carbohydrate-Binding
Module) ou des modules EGF-Like (Epidermal Growth Factor-Like) (Monaghan and Zipfel, 2012).

Dans un souci de refléter la diversité des modalités de reconnaissance, je vais maintenant présenter

quelques exemples de MAMP et PRR associés les plus étudiés a I'heure actuelle.
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Figure 1.19: Les récepteurs PRR et les MAMP et DAMP associés.

Le récepteur LRR-RLK FLS2 reconnait la flagelline, un MAMP bactérien, ou I'épitope flg22, chez Arabidiopsis, la
tomate, N. benthamiana et le riz. Le récepteur LRR-RLK EFR des Brassinostéroides reconnait le MAMP bactérien EF-
Tu, ou I'épitope EIf18 du facteur d’élongation bactérien. Le récepteur LRR-RLK XA21 du riz reconnait le peptide de
type 1 de quorun-sensing Ax21, un MAMP bactérien. Les récepteurs LysM-RLP LYM1 et LYM3 fixent le peptidoglycane
(PGN), un MAMP bactérien, avec plus forte affinité que le récepteur LysM-RLP CERK1. Bien que I'interaction n’ait pas
été démontrée, il est possible que ces trois récepteurs s’associent et forment un complexe responsable de la
reconnaissance du PGN chez Arabidopsis. Le PAMP fongique xylanase est reconnu par les récepteurs LRR-RLP Eix1 et
Eix2 de la tomate. Bien que la fixation n’ai pas été démontrée, Avel serait le ligand de la protéine LRR-RLP Vel chez
la tomate. Chez le riz, le récepteur LysM-RLP CEBP reconnait la chitine et interagit avec le récepteur CERK1 pour
initier la signalisation intracellulaire. Chez A. thaliana, I'interaction protéique entre CERK1 et CEBiP-like n’a pas été
démontrée. Chez les Poacées, bien que le mécanisme d’interaction ne soit pas encore décrit, la protéine
extracellulaire GBP (B-Glucan Binding Protein) reconnait I'heptaglucane des ocomycétes Phytophtora. Les récepteurs
PEPR1 et PEPR2 reconnaissent les peptides endogénes AtPep d’Arabidopsis thaliana, et le récepteur WAK1, qui est
composé d’'un domaine de type EGF, est le récepteur des oligogalacturonides (0G), des produits de dégradation de la
paroi végétale.

Abréviations: MAMP: Pathogen-associated molecular pattern; DAMP: Damage-associated molecular pattern; PRR: Pattern
Recognition Receptor; LRR: Leucine-rich repeat; RLK: Receptor-Like Kinase; RLP: Receptor-Like Protein; EGF: Epidermal Growth

Factor.

Monaghan and Zipfel, 2012
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3.2.1.1.1. La flagelline

En cherchant des éliciteurs de défenses sur des cultures cellulaires de tomates a partir de surnageant
de cultures cellulaires de Pseudomonas syringae pv. tabaci souche 511 bouillies, Felix et ses
collaborateurs ont identifié la flagelline (Felix et al., 1999). La flagelline est la principale sous-unité
protéique du flagelle bactérien qui peut en contenir jusqu’a 20000 ; ce qui associe presque toujours
cette molécule a la présence de bactéries (Chen et al., 2011). Dans I'étude proposée par Felix et ses
collaborateurs, un motif peptidique de 22 acides aminés appelé flg22 suffit a éliciter des défenses
immunitaires telles que I'alcalinisation du milieu ou la production rapide de FAQ, et ce dés 2 pg de
peptide. Chez A. thaliana, I'application de flg22 sur des plantules provoque également une forte
réduction de la croissance (Felix et al., 1999). Afin d’identifier un récepteur, des tests d'inhibition de
croissance sur les accessions Col-0, Ler et Ws d’A. thaliana ont été entrepris (Gomez-Gomez et al.,
1999). Il s’est avéré que Ws est insensible au traitement flg22. Des croisements entre les accessions
Ws et Col-0, ainsi qu’entre Ws et Ler, puis I'étude de ségrégation du phénotype de croissance réduite
en descendance suite au traitement flg22 ont permis d'identifier un unique locus responsable du
phénotype observé. Suite a cela, une banque de mutants EMS d’A. thaliana a été criblée en réponse
a flg22. Le mutant fIs2, pour flagellin sensing 2, dont la croissance n’est pas affectée par le traitement
flg22, a été isolé et le géne FLS2 identifié (GAOmez-Gémez and Boller, 2000). Le géne FLS2 code un
récepteur PRR-RLK de type LRR qui reconnait le domaine N-terminal conservé de la flagelline et qui
est localisé au niveau de la membrane plasmique de tous les tissus de la plante, indépendamment du
traitement flagelline. La conséquence de la liaison de la flagelline a FLS2 est I'hétérodimérisation de
FLS2 et de la protéine BRI1-Associated Kinase (BAK1), provoquant une cascade de signalisation et
initiant la mise en place de réponses immunitaires de la plante (Chinchilla et al., 2007; Heese et al.,
2007). La protéine BAK1, ou SERK3, est un récepteur PRR-RLK dont I'ECD est composé d'un nombre
réduit de modules LRR. Initialement identifiée comme un interacteur de BRI1, un récepteur de
brassinostéroides, la protéine BAK1 n'intervient pas dans la détection du MAMP mais dans le
recrutement de FLS2 au niveau de la membrane plasmique et permet I'amplification du signal
intracellulaire (Li et al., 2002; Postel et al., 2010). L'hétérodimérisation des deux récepteurs entraine
leur phosphorylation ce qui permet d'enclencher la signalisation et la mise en place de la PTI (Roux et
al., 2011). A I'nétérodimere formé par FLS2 et BAK1, au niveau de la membrane plasmique, s'associe
a BIK1 (Botrytis-Induced Kinase), une protéine qui fait partie d’une famille de kinases cytoplasmiques
(Lu et al., 2010; Zhang et al., 2010). Suite a la liaison de la flagelline par FLS2 et le recrutement de
BAK1, BAK1 phosphoryle la protéine BIK1 qui assure ensuite la phosphorylation de FLS2 et BAK1 (Lu

et al., 2010; Zhang et al., 2010). Le mutant de perte de fonction bik1 est d’ailleurs affecté dans sa
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réponse immunitaire a flg22, a la chitine et a un autre MAMP bactérien elf18 issu de EF-Tu (Lu et al.,

2010; Zhang et al., 2010).

La flagelline est un MAMP pergu par les végétaux supérieurs et par des especes animales (Hayashi et
al., 2001; Silipo et al., 2009). Chez les mammiféres, le récepteur membranaire Toll-Like Receptor 5
(TLR5) de type PRR a été identifié comme le récepteur de la flagelline par co-immunoprécipitation
(Smith et al., 2003). Les auteurs ont montré que TLR5 reconnait spécifiquement une séquence de 13
acides aminés conservés de la flagelline, qui differe de la séquence flg22 reconnue par FLS2. La
liaison de la flagelline a TLR5 provoque l'activation du récepteur et permet la mise en place de
réponses de lI'immunité innée telles que I'activation du facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor
kB) et la production de la glycoprotéine TNFa (Tumor Necrosis Factor a), deux protéines nécessaires

a la réponse immunitaire de I'hote (Hayashi et al., 2001).

3.2.1.1.2. La chitine

La chitine est un constituant majeur des parois fongiques qui déclenche des réponses de défense
chez les végétaux mono- et dicotylédones ainsi que chez les animaux (Kombrink et al., 2011). La
chitine est un polymere de N-acétylglucosamine dont un oligomere de 8 unités suffit a induire des
réponses de défense telles que la production de phytoalexines ou encore la génération de FAO
(Yamada et al.,, 1993; Kuchitsu et al., 1995). Chez les mammiferes, la chitine est reconnue par
différents récepteurs tels que le récepteur de mannose des macrophages ou TLR2 (Lee et al., 2008).
Cette détection engendre des réponses de I'immunité innée et de I'immunité adaptative chez les

mammiféres.

Chez les plantes, I'existence d'un récepteur membranaire de la chitine a été montrée par la liaison a
forte affinité d'oligomeéres de chitine radio-marqués a une protéine membranaire issue d'un culture
cellulaire de riz (Ito et al., 1997). Cette protéine est nommée Chitin Oligosaccharide Elicitor-Binding
Protein (CEBIP). La purification et l'identification de 32 acides aminés de la séquence N-terminale ont
permis le clonage de I'ADNc correspondant (Kaku et al., 2006). L’étude du mutant de type ARN
interférence (ARNi) a confirmé la perte d’élicitation des défenses en I'absence de I'expression du
géne CEBIiP chez le riz (Kaku et al., 2006). Cette protéine membranaire est un récepteur PRR
constitué d’un domaine ECD comportant deux motifs LysM responsables de la reconnaissance de la
chitine. CEBIiP étant un PRR-RLP, cette protéine ne posséde pas de domaine kinase lui permettant la

transmission intracellulaire du signal.
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Afin de mieux comprendre les mécanismes de transmission du signal chitine, cette équipe s'est
tournée vers la plante modéle Arabidopsis afin d'identifier le récepteur de la chitine et la protéine
responsable de la signalisation intracellulaire. De ce fait, Miya et al. ont recherché parmi une
collection de mutants d’Arabidopsis, des mutants affectés dans des génes codant des protéines a
motif LysM. Ces mutants ont été criblés en se basant sur la perte de formation de FAO en réponse a

la chitine (Miya et al., 2007).

Ainsi, le gene CERK1 a été identifié comme un composant essentiel de la signalisation déclenchée par
la chitine, et la protéine CERK1 s'est avérée étre un intermédiaire indispensable a I'activation des
défenses en réponse a ce MAMP. Chez A. thaliana, le récepteur PRR-RLK CERK1 se fixe a la chitine
grace a ses 3 motifs en tandem LysM, ce qui déclenche I'autophosphorylation de son domaine kinase
intracellulaire et active les réponses de défense de la plante (lizasa et al., 2009; Petutschnig et al.,

2010; Liu et al., 2012).

Chez le riz, la protéine OsCERK1 est une protéine homologue de AtCERK1 (Shimizu et al., 2010). Les
lignées cellulaires de riz n'exprimant pas le gene OsCERK1 ne sont pas capables d'induire de réponse
de défense en présence de chitine. Ce résultat indique que la protéine OsCERK1 est nécessaire a
I'intégration du signal déclenché par la perception de la chitine. Les auteurs proposent que les
récepteurs CEBiP et OsCERK1 pourraient s'associer en hétérodimere pour signaler la présence de

chitine chez le riz (Shimizu et al., 2010).

3.2.1.2. Les DAMPs et récepteurs associés

Les DAMP sont des éliciteurs endogenes produits lorsque la cellule végétale est perturbée, comme
c'est la cas lors d'une infection par un microorganisme pathogene (Monaghan and Zipfel, 2012). Dans
la littérature, le role attribué aux DAMP est I'induction et I'amplification des réponses de défense lors
de la détection d'un stress biotique (Yamaguchi and Huffaker, 2011). Parmi les DAMP, on trouve par
exemple des fragments d'oligosaccharides issus de la dégradation de la paroi végétale ou des
peptides issus de la dégradation de protéines végétales. Par exemple, chez A. thaliana, les récepteurs
PRR PEPR1 et PEPR2 reconnaissent spécifiquement les peptides Pepl et Pep2 issus de la plante elle-

méme, et la liaison du peptide au récepteur conduit a I'élicitation des défenses de la plante.

Un autre exemple que je vais présenter plus en détail est celui de la reconnaissance de produits de
dégradation de la paroi végétale. Les homogalacturonanes sont des polysaccharides composés de
résidus d'acides a-D-galacturoniques branchés en liaison B-1,4, qui assurent l'intégrité de la paroi

végétale et la cohésion du tissu (Ridley et al., 2001). Lors de blessures ou sous I'action d'enzymes de
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dégradation, les homogalacturonanes peuvent étre fragmentés par dégradation en
oligogalacturonides (OG). Pour la cellule végétale, la présence d'OG est percue comme un signal de
danger et induit I'expression de génes de défense (Denoux et al., 2008). Les OG sont des molécules
classées parmi les DAMP, Damage-Associated Molecular Pattern, qui générent un maximum
d'élicitation des défenses de la plante lorsque leur degré de polymérisation est entre 10 et 15
(Hematy et al., 2009). La protéine WAK1 a été proposée comme le récepteur des OG. WAK1
appartient a la famille protéique des Wall-Associated Kinase (WAK) pour laquelle A. thaliana possede
un cluster de 5 genes trés proches (WAKI-WAKS5) (Verica et al.,, 2003). Les protéines
transmembranaires WAK sont situées au niveau de la membrane plasmique et possédent un
domaine ECD composé de répétition EGF-like et un domaine kinase intra-cytoplasmique (Anderson
et al., 2001). La redondance des genes WAK et les phénotypes de létalité obtenus chez des mutants
affectés dans I'expression des génes WAK ont empéché I'étude de mutants. Ceci a conduit a produire
une lignée d'extinction inductible de I'expression du gene WAKI1 par une approche ARNi. Le
phénotype de cette lignée inductible wak1 est similaire a celui de la plante sauvage (Wagner and
Kohorn, 2001). Afin de déterminer si la protéine WAK1 reconnait et integre un signal extérieur, une
expérience d’interversion de domaines (domain-swap) générant une protéine chimérique entre le
récepteur PRR-RLK du MAMP bactérien EF-Tu et WAK1 chez A. thaliana a été réalisée (Brutus et al.,
2010). Pour tester la reconnaissance des OG par WAK1, le domaine extracellulaire de WAK1 a été
associé au domaine intracellulaire de FLS2 ou de EFR, et pour tester la capacité a initier la
signalisation déclenchée par la perception de la flagelline ou EF-Tu, le domaine extracellulaire de
FLS2 ou EFR respectivement a été associé au domaine intracellulaire de WAK1. Dans les deux cas de
figure, I'élicitation des défenses en réponse a la reconnaissance des OG ou du MAMP se produit in
vivo chez A. thaliana, indiquant un role de WAK1 dans la reconnaissance des OG et la signalisation

intracellulaire (Brutus et al., 2010).

Il est intéressant de noter qu’un phénomeéne analogue se produit chez les animaux. En effet, chez les
animaux, le hyaluronane participe a I'intégrité cellulaire et tissulaire. Ce polysaccharide de la matrice
extracellulaire est un polymere d'acide D-glucuronique et de D-N-acétylglucosamine liés
alternativement par des liaisons B-1,4 et B-1,3 (Jiang et al., 2011). La dégradation du hyaluronane
sous l'action d'enzymes spécifiques ou en conséquence d'une blessure génére des fragments qui sont
reconnus par des récepteurs. Les récepteurs membranaires TLR2 et TLR4 reconnaissent ces produits
de dégradation et déclenchent une signalisation cellulaire aboutissant a la mise en place de réponses
inflammatoires et stimulant la réparation du tissu endommagé (Scheibner et al., 2006). Comme la
perception des MAMP, la reconnaissance d'éliciteurs endogenes, ou DAMP, par des récepteurs

spécifiques est un systeme de surveillance conservé a travers les régnes animal et végétal.
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3.2.2. Les effecteurs microbiens et les molécules associées a la résistance de la plante

Les agents pathogénes qui arrivent a déjouer I'arsenal immunitaire lié a la PTI poursuivent le
processus de colonisation et d’infection. A cet effet, certains microorganismes pathogénes délivrent
des molécules appelées effecteurs et déclenchent I'ETS. Afin de permettre le déroulement du
processus infectieux, ces effecteurs microbiens peuvent contribuer a limiter ou a éviter la PTI,
favoriser la mise en place de structures d’infection, ou encore activer ou détourner des processus

métaboliques de la cellule végétale.

Si la cellule végétale est capable de déclencher I'ETI suite a la reconnaissance de I'effecteur, I'agent
pathogéne qui délivre cet effecteur est qualifié d'avirulent. Parmi les réponses de défense mises en
place au cours de I'ETI, la réponse hypersensible (HR, Hypersensitive Response) est souvent utilisée
comme réponse caractéristique de ce processus biologique. La HR se manifeste par I'apparition d'une
nécrose au site d'infection et résulte d'une mort cellulaire programmée. Si la plante n'est pas capable
de percevoir et de reconnaitre |'effecteur microbien, cela conduit a la maladie et le microorganisme

responsable est qualifié de virulent (Jones and Dangl, 2006).

La perception ou la reconnaissance de l'effecteur microbien par la cellule végétale est réalisée par

trois mécanismes principaux qui aboutissent a la résistance.

A travers des exemples, je vais présenter les stratégies de reconnaissance de I'effecteur et/ou de
résistance par la cellule végétale. J'exposerai tout d'abord la reconnaissance des effecteurs par les
récepteurs intracellulaires de type NB-LRR, puis les modifications de séquences nucléotidiques de
I'ADN ciblées par I'effecteur et, enfin les modifications de séquences peptidiques de protéines ciblées

par l'effecteur.

3.2.2.1. La reconnaissance de I'effecteur microbien par les récepteurs intracellulaires NB-
LRR

Les récepteurs intracellulaires NB-LRR appartiennent a la famille des protéines STAND (Signal
Transduction ATPase with Numerous Domains) dans laquelle se trouvent des régulateurs de
I'immunité, de I'inflammation et de I'apoptose chez les animaux (Leipe et al., 2004). Les récepteurs
NB-LRR sont considérés comme des protéines de résistance, nommées aussi R proteins. Un récepteur
NB-LRR est composé de trois régions: une région N-terminale variable responsable de la
reconnaissance spécifique du ligand, de la liaison a des partenaires protéiques et de l'initiation de la

HR, une région centrale NB-ARC qui est un site de liaison de nucléotides, et une région C-terminale

69



Hypertrophie Réponse
cellulaire hypersensible

M Promoteur contenant une upa-box

Figure 1.20: Schéma de la stratégie de virulence de l'effecteur AvrBs3 de X. campestris et de la stratégie de
résistance du poivron.

L'effecteur de type Ill AvrBs3 de la bactérie phytopathogéne Xanthomonas campestris pv. vesicatoria se fixe sur des
séquences promotrices conservées, nommées upa-box. Lors d’une interaction compatible, AvrBs2 provoque
I"hypertrophie des cellules végétales en induisant I'expression de génes upa (upaxx), dont le géne upa20. Lors d’une
interaction incompatible, en plus des promoteurs des génes upa, AvrBs3 se fixe au promoteur du géne de résistance
Bs3, ce qui provogue une réponse hypersensible. AvrBs3 activerait I'expression de ces génes en mimant un facteur de
transcription de la plante (TFx), qui se fixerait également sur les upa-box, et induirait spécifiquement I'expression de
Bs3 pour aboutir @ une mort cellulaire localisée au cours du développement de la plante.

Hogenhout et al., 2009
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composée d’'un domaine LRR impliqué dans la signalisation (Elmore et al., 2011). La partie N-
terminale peut étre composée d’un domaine TIR (Toll-Interleukine 1 Receptor) ou d’un domaine
coiled coil (CC). La région centrale NB-ARC doit son nom a la présence de ce domaine dans la
protéine APAF-1 (Apoptotic protease-activating factor-1), les protéines R et la protéine CED-4
(Caenorhabditis elegans death-4 protein) . Les récepteurs NB-LRR sont donc divisés en deux groupes :
les récepteurs TIR-NB-LRR, aussi appelés TIR-NLR ou TNL, et les récepteurs CC-NB-LRR aussi appelés
CC-NLR ou CNL.

Par exemple, lors de l'infection, le champignon pathogéne Bgh produit puis sécréte des effecteurs
dans les cellules de I'orge. Chez I'orge, il existe un locus polymorphe associé a la résistance nommé
MLA codant des récepteurs CC-NLR capables de reconnaitre les effecteurs spécifiques des différents
isolats de Bgh (Seeholzer et al.,, 2010). Le récepteur nucléaire MLA10 est un homodimere qui
reconnait et se fixe spécifiguement a I'effecteur AVR,,o de Bgh (Shen et al., 2007). La perception de
I'effecteur AVRpo par le domaine CC de MLA provoque un changement de conformation du
récepteur permettant alors le remplacement d’un ADP par un ATP au niveau du domaine central NB-
ARC. La liaison de I’ATP par le domaine NB-ARC a pour conséquence un changement de conformation
interne au niveau du domaine CC permettant d’initier I'association de MLA10 aux facteurs de
transcription HYWRKY1 et HYWRKY2 et I'induction des réponses de défense telles que la mort

cellulaire (Maekawa et al., 2011).

3.2.2.2. La production d'une cible mutée de I'effecteur microbien

3.2.2.2.1. L'effecteur microbien cible une séquence nucléotidique

Les bactéries du genre Xanthomonas, et certaines bactéries du genre Ralstonia, possedent des
effecteurs de type Ill nommés Transcription Activator-Like (TAL) qui, chez I'n6te végétal, sont
capables de se lier aux promoteurs et d'activer la transcription de génes qui seront favorables au
développement de la bactérie pathogene (Schornack et al., 2013). Ces TAL possédent dans leur partie
N-terminale les signaux de sécrétion de type lll et de translocation depuis la bactérie vers la cellule
hote et possedent dans la partie C-terminale les séquences NLS permettant I'adressage nucléaire de
la protéine ainsi qu’un domaine d’activation acidique (AAD) requis pour I'activation des genes cibles.
Le motif de liaison a I’ADN des séquences promotrices des genes cibles est localisé dans un domaine
central formé de 33,5 séquences répétées, comportant chacune 33 a 35 acides aminés conservés. La
spécificité de liaison entre I'effecteur et 'ADN du géne cible est gouvernée par les résidus 12 et 13

nommeés Repeat-Variable Di-residues (RVD) qui forment un code de reconnaissance de la séquence
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d’ADN cible. Ce code a été déchiffré et sa signification vérifiée permettant ainsi la prédiction de

geénes cibles de TAL (Boch et al., 2009; Moscou and Bogdanove, 2009).

AvrBs3 est un effecteur de type Il de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), qui participe a la
pathogénie de la bactérie sur les plantes hotes poivron et tomate en provoquant I’hypertrophie des
tissus foliaires (Marois et al., 2002). Cet effecteur est un facteur de transcription de type TAL qui,
chez le poivron, se fixe spécifiquement sur le promoteur de son géne cible UPA20 (Figure 1.20) (Kay
et al.,, 2007). Le géne UPA20 code un facteur de transcription de type bHLH impliqué dans la
régulation de la taille des cellules. De ce fait, la reconnaissance du promoteur cible UPA20 par AvrBs3
provoque les symptomes d'hypertrophie foliaire du poivron. Il existe des génotypes de poivrons
résistants chez lesquels le promoteur du gene dit de résistance Bs3 est également une cible du TAL
AvrBs3, contrairement aux génotypes de poivrons sensible a Xcv. La liaison d'AvrBs3 au promoteur
de Bs3 provoque la transcription du gene FMO codant une flavine monooxygénase codée par Bs3 et

aboutit a une HR au site d'infection par Xcv (Roemer et al., 2007).

3.2.2.2.2. L'effecteur microbien cible une protéine

Il existe une autre stratégie de résistance de la plante hdéte qui consiste a posséder une version
mutée de la cible d’'un effecteur microbien. Je propose d'illustrer cette stratégie de résistance a
travers I'exemple de I'effecteur AvrBsT de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) et sa cible, la

phospholipase SOBER1.

A. thaliana, n’est pas une plante héte de Xcv. Cunnac et al. ont exprimé AvrBsT dans une bactérie
pathogéne d’Arabidopsis, Pst. DC3000 (Cunnac et al., 2007). En criblant une collection d’accession
d’A. thaliana pour la résistance a Pst DC3000 exprimant AvrBsT (Pst DC3000 AvrBsT), les auteurs ont
identifié I'accession Pi-0 comme le seul génotype résistant a la bactérie exprimant AvrBsT. Par
clonage positionnel, le géne SOBER1 (Suppressor Of AvrBsT-Elicited Resistance 1) a été cloné et
identifié comme lié a la résistance d’A. thaliana a Pst DC3000 AvrBsT. Chez Pi-0, le gene SOBER1
comporte une délétion d’'un nucléotide conservé chez toutes les autres accessions dans la séquence
codant le domaine a/B-hydrolase conservé de la protéine, ce qui provoque chez Pi-0 une mutation
récessive de l'allele soberl-1. Dans cette méme étude, il a été mis en évidence que la protéine
SOBER1 a une activité carboxylestérase ; activité caractéristique de la superfamille a laquelle cette
protéine appartient (Cunnac et al., 2007). Afin de déterminer le substrat de SOBER1, le contenu en
lipides de Pi-0 a été analysé (Kirik and Mudgett, 2009). Il s’est avéré qu’en présence de Pst DC3000
AvrBsT, les plantes Pi-0 accumulent de I'acide phosophatidique (PA) dans les feuilles. L'inhibition de

I’activité phospholipase D (PLD), catalysant la production de PA a partir de phosphatidylcholine (PC),
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ou la surexpression du gene SOBER1 dans Pi-0 réduit la quantité de PA et inhibe la mort cellulaire
dans les feuilles de Pi-0 inoculées avec Pst DC3000 AvrBsT (Kirik and Mudgett, 2009). SOBER1, dont
I'activité phospholipase A2 est requise pour supprimer la mort cellulaire in vitro, est la cible de

AvrBsT qui limite ainsi la production de PA dans la cellule végétale (Kirik and Mudgett, 2009).

Aprés avoir exposé les modalités de perception et de reconnaissance des microorganismes
pathogénes par la cellule végétale, je vais maintenant présenter les composantes des réponses de

défense des plantes.

3.2.3. Les conséquences de la reconnaissance: une réponse immunitaire adaptée.
Bien que l'intensité et la vitesse de la réponse soit plus importante au cours de I'ETI, I'arsenal défensif

déployé pendant la PTI et I'ETI est similaire (Jones and Dangl, 2006).

3.2.3.1. La fermeture stomatique

La fermeture des stomates est une réponse qui se met en place trés rapidement (1h a 2h) suite a la
perception d’un microorganisme (Melotto et al., 2006). Melotto et ses collaborateurs ont montré
que aba3-1 et ost1-2, des mutants de biosynthése et de perception de I'acide abscissique (ABA) d'A.
thaliana respectivement, sont plus sensibles a I'infection par Pst DC3000 que le génotype sauvage.
Ces résultats indiquent alors un role de I'ABA dans la fermeture stomatique en réponse a un stress
biotique. D'autre part, chez le mutant fls2 d’A. thaliana infecté par Pst DC3000, la capacité de
fermeture des stomates est perdue, contrairement a ce qui est observé chez la plante sauvage (Zeng

and He, 2010).

Chez A. thaliana, une étude récente a mis en évidence l'implication du géne LOX1, codant une
lipoxygénase des cellules de garde, dans la fermeture stomatique conséquente a la perception d'un
microbe (Figure 1.21) (Montillet et al., 2013). Ces auteurs ont montré que les mutants lox1-1 et lox1-2
sont incapables d'induire la fermeture des stomates et sont plus sensibles a l'infection par P. syringae
pv. tomato que la plante sauvage. De plus, des produits métaboliques issus de I'activité LOX1, tels
que les oxylipines, permettent de déclencher la fermeture stomatique. Bien que les oxylipines soient
des précurseurs de l'acide jasmonique, les auteurs affirment que l'application d'un traitement MelA
ne permet pas la fermeture stomatique (Montillet et al.,, 2013). Cette étude indique que la
signalisation induite par la perception des MAMP dépend majoritairement de la voie SA et est
relayée par les MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) MPK3 et MPK6. Contrairement a ce qui

avait été observé précédemment, cette signalisation n'est que tres peu relayée par l'acide
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Figure 1.21: La signalisation déclenchée par la perception d’'un agent pathogéne conduisant a la fermeture
stomatique.

Lors d’une attaque par un microorganisme pathogéne, les motifs moléculaires associés aux pathogénes (MAMP)
activent des récepteurs spécifiques (PRR), ce qui conduit a la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) via la
NADPH oxydase RbohD. En aval de cette reconnaissance, les deux protéines Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK) MPK3 et MPK6 sont induites et activent la lipoxygénase LOX1 des cellules de gardes, permettant alors la
peroxydation des acides gras poly-insaturés en acides gras hydroperoxydés et en oxylipines électrophiles activées
(RES). Ces deux espéces sont des inducteurs potentiels de la fermeture des stomates. L’accumulation d’acide
salicylique (SA) est contrdlée par la production d’oxylipine et est requise pour assurer la signalisation en aval via la
protéine NPR1 (Non-Expressor of PR genes 1) et permettre 'activation du canal anionique SLAC1. Cette derniére
étape participe a la fermeture stomatique. La voie de signalisation dépendante de 'ABA requiert le récepteur
PYR/PYL/RCAR (Pyrabactin Resistance/Pyrabactin-Like/Regulatory Components of ABA Receptor) qui fixe ’ABA puis
séquestre la phosphatase PP2C, libérant la forme active de la protéine kinase OST1 (Open Stomata 1). L'interaction
directe de OST1 avec la NADPH oxydase RbohF conduit a la production de ROS. L’activité des protéines MPK9 et
MPK12, qui sont des régulateurs positifs de la génération des ROS en réponse a I'’ABA, est amplifiée par le peroxyde
d’hydrogéne. SLAC1 est nécessaire a l'induction de la fermeture stomatique en réponse a I'ABA et a un signal
d’origine biotique. Des données récentes suggérent que la régulation de la réponse de "ABA aux stress biotiques
résulterait du controle de la synthése de canaux ioniques et d’ATPase par I'ABA, qui interviendraient dans
I'ajustement de la pression osmotique des cellules de garde. La coronatine (COR), un facteur de virulence des
bactéries du genre Pseudomonas, est reconnu par le récepteur COI1 (Coronative Insensitive 1) et induit 'ouverture
stomatique via 'action de trois facteurs de transcription NAC. COR inhibe indirectement I'accumulation de SA et la
voie de signalisation de I’ABA ce qui suggére que les mécanismes dépendants de SA et de ABA doivent étre bloqués
pour que I'ouverture stomatigue se produise.

Montillet et d Hirt, 2013
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abscissique (ABA), la phytohormone clef pour la régulation de la pression osmotique des cellules de

garde (Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki, 2013).

3.2.3.2. La synthese et I'accumulation de phytoalexines

Les phytoalexines sont des especes chimiques du métabolisme secondaire, de faibles poids
moléculaire, synthétisées et accumulées par la plante aprés une confrontation avec un agent
pathogéne ou en conséquence de la reconnaissance d’'un MAMP (Ahuja et al.,, 2012). Ces
métabolites secondaires participent aux réponses de défense des plantes grace a leurs propriétés

antimicrobiennes (Ahuja et al., 2012).

A. thaliana possede une seule phytoalexine, la camalexine, qui est un indole dérivé du tryptophane,
produite également chez d’autres especes de la famille des Brassicacées. Le rble de la camalexine
dans lI'immunité a été montré en étudiant la réponse du mutant d’A. thaliana déficient en
phytoalexine. Ce mutant, nommé pad3, est plus sensible a l'infection par les champignons
nécrotrophes Alternaria brassicicola et B. cinerea indiquant que la camalexine est nécessaire a la
résistance de la plante contre ces agents pathogénes (Thomma et al., 1999). Le géne PAD3 code une
protéine cytochrome P450 mono-oxygénase putative qui catalyse la derniere étape de biosynthese
de camalexine a partir de I'acide dihydrocamalexique (DHCA) (Schuhegger et al., 2006). Chez A.
thaliana en condition d’infection par B. cinerea, les génes de biosynthése de la camalexine sont
régulés par des cascades MAPK impliquant MPK3 et MPK6 et I'activation conséquente du facteur de

transcription WRKY33 (Ren et al., 2008; Mao et al., 2011).

3.2.3.3. Le renforcement des parois végétales

Conséquemment a la présence de microorganismes au contact de la plante, un renforcement localisé
de la paroi végétale peut se produire et se manifester par une lignification, la réticulation des
glycoprotéines riches en hydroxyprolines (HRGP), ou encore par le dépot de callose (Hiickelhoven,
2007). Sur la plante A. thaliana qui n’est pas un hote des bactéries P. synringae pv. glycinea et P.
synringae pv. phaseolicola, il a été montré que ces bactéries se multiplient davantage sur les mutants
pall et pal2, affectés notamment dans la biosynthese de la lignine, que sur le génotype sauvage
(Mishina and Zeier, 2007). Ces résultats suggérent un réle de la lignification dans la résistance dite

"non-hote" de la plante.

En réponse aux stress biotiques et abiotiques, le géne PMR4 (ou GSL5 ou CalS12) code une callose
synthétase impliquée dans la production de callose, un homopolymere linéaire de résidus B-1,3-

glucose branchés en liaison B-1,6, (Chen and Kim, 2009). Une étude a montré que le mutant pmr4
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Figure 1.22: La production et la signalisation relayée par les formes actives de 'oxygene lors de la perception d’'un
agent pathogéne.

La perception d’'un MAMP ou d’un agent pathogéne induit la production extracellulaire d’espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) via I'activation de peroxydases et de "activité NADPH oxydase dépendante d’un signal calcique. Les
ROS produites sont impliquées dans le renforcement pariétal de la cellule ainsi que dans la propagation d’un signal
systémique et d’un signal intracellulaire. En effet, la présence de ROS apoplastiques favorise la présence de ROS
cytoplasmiques. Les ROS cytoplasmiques sont générées par les mitochondries et les chloroplastes, et cette production
est limitée par des molécules anti-oxydantes. Les ROS cytoplasmigues provoquent la peroxydation des lipides
membranaires et I'accumulation d’oxyde nitrique (NO), ce qui peut, dans certains cas, conduire & une réponse
hypersensible de la cellule. D’autre part, 'augmentation des ROS cytoplasmiques favorise le trafic vésiculaire. La
présence de ROS dans le cytoplasme active également les voies de signalisation dépendantes des modules MAPK et
de l'acide salicylique, et des réactions d’oxydo-réduction, ce qui a pour conséquence 'activation de facteurs de
transcription responsables de I'expression de génes de défense.

Torres, 2010
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d’A. thaliana produit moins de callose lors d’une infection par I'oidium ou en conséquence d’une
blessure (Vogel and Somerville, 2000). Les onze autres genes codant des calloses synthétases ne
compensent pas la perte fonctionnelle de PMR4 (Nishimura, 2003). Il a également été montré que les
MAMP flagelline et chitosan déclenchent tous deux des dépots de callose (Luna et al., 2011). Les
auteurs de cette étude ont constaté une corrélation entre les dépots de callose déclenchés par des
MAMP et l'accumulation de peroxyde d’hydrogene (H,0,). Grace a des méthodes d'analyses
guantitative et qualitative des niveaux d’H,0,, une accumulation d’H,0, antérieure a I'apparition des
dépots de callose générés par les traitements flg22 et chitosan a été mise en évidence (Luna et al.,

2011).

La paroi cellulaire est composée de quatre classes de protéines : les extensines, les glycoproteines
riches en hydroxyproline (proline/hydroxyprolin rich glyco-protein, P/HRGP), les arabinogalactanes et
les lectines des Solanacées (Deepak et al., 2010). La réticulation des HRGP en réponse a un stress
biotique a pour conséquence de rendre ces protéines insolubles (Deepak et al., 2010). L’élicitation du
soja par une souche bactérienne P. syringae pv. glycinea, qui comporte le géne d’avirulence AvrC,
rend insoluble deux protéines structurales de la paroi des cellules : p33 et p100 (Brisson et al., 1994).
Lorsque cette expérience est réalisée avec une souche virulente de P. syringae pv. glycinea, ces

protéines de la paroi demeurent solubles.

3.2.3.4. La génération de formes actives de I'oxygene

Comme cela vient d’étre évoqué, des FAO sont produites suite a la perception de I'agent pathogene.
Ces FAO sont a la fois des molécules toxiques pour les microbes et des éléments de la signalisation
végétale qui assurent la mise en place de réponses défensives telles que I'apposition de callose
pariétale (Daudi et al.,, 2012). Il existe différentes FAO qui sont les radicaux superoxydes O,", le

radical hydroxyl OH’, le peroxyde d'hydrogéne H,0, et le monoxyde d'azote NO.

Dans la majorité des interactions entre les plantes et microorganismes pathogénes, des NADPH
oxydases du type Respiratory Burst Oxidase Homologue (RBOH) chez les plantes, seraient la source
de la production massive et rapide de FAO (Figure 1.22) (Torres and Dangl, 2005). Ces protéines de la
membrane plasmique générent des FAO en catalysant |'oxydation d'un NADPH qui produit du NADP?,
de I'0,’et d’'un H'. La dismutation de I'ion O, produit du peroxyde d'hydrogéne. Chez A. thaliana, les
protéines NADPH oxydases D et F, codées par les geénes AtRbohD et AtRbohF respectivement, sont
nécessaires a I'accumulation de FAO lors d'infections par des bactéries et d’oomycétes pathogénes,
ainsi qu'en réponse a la reconnaissance d'un MAMP (Torres et al., 2002; Zhang et al., 2007).

L'extinction de I'expression des genes par stratégie anti-sens a mis en évidence I'implication du géne
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Family Type member Properties Gene symbols

PR-1 Tobacco PR-1a Unknown Yprl

PR-2 Tobacco PR-2 -1,3-glucanase Ypr2, |Gns2 (‘GIP)]

PR-3 Tobacco P, Q Chitinase type I, I, IV, V, VI, VIT  Ypr3, Chia

PR-4 Tobacco ‘R’ Chitinase type I, 11 Ypr4, Chid

PR-5 Tobacco S Thaumatin-like Yprs

PR-6 “Tomato Inhibitor I Proteinase-inhibitor Ypr6, Pis (‘Pin’)

PR-7 Tomato Pgo Endoproteinase Ypr7

PR-8 Cucumber chitinase Chitinase type III Yprs8, Chib

PR-9 Tobacco “lignin-forming Peroxidase Ypr9, Prx
peroxidase”

PR-10 Parsley “PR1” Ribonuclease-like Ypri0

PR-11 Tobacco “class V” chitinase ~ Chitinase, type I Ypril, Chic

PR-12 Radish Rs-AFP3 Defensin Ypri2

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin Ypri3, Thi

PR-14 Barley L'TP4 Lipid-transfer protein Ypri4, Lip

PR-15 Barley OxOa (germin) Oxalate oxidase Yprl5

PR-16 Barley OxOLP Oxalate-oxidase-like Ypri6

PR-17 Tobacco PRp27 Unknown Ypri7

Tableau 1.1: Les familles de protéines Pathogenesis-Related (PR).

Van Loon, 2006
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NtRbohD dans la production de FAO en réponse a l'infection par Phytophthora infestans chez le tabac
et des genes NbRbohA et NbRbohB chez N. benthamiana (Simon-Plas et al., 2002; Yoshioka et al.,
2003). Ces expériences montrent que 'O, généré directement et I'H,0, indirectement produit par
I'activité enzymatique de ces protéines assurent une partie de la résistance de la plante face aux

infections par ces agents pathogenes.

En réponse aux stress biotiques, une autre source de FAO a été décrite. Les mutants prx33 et prx34
d’A. thaliana, défectueux pour I'expression de peroxydases de classe Ill, ont été étudiés pour leurs
réponses aux MAMP (Daudi et al., 2012). Il est apparu que ces mutants présentaient une réduction
de la quantité de FAO produites. Cette modification s’accompagne d’une sensibilité accrue des
mutants a l'infection par Pst DC3000, en comparaison avec les plantes sauvages, qui est corrélée
avec une perturbation de l'activation des génes de défense et un défaut d'accumulation de
glucosinolates (Daudi et al., 2012). Les peroxydases PRX33 et PRX34 sont donc impliquées dans la

production de FAO en réponses aux stress biotiques.

3.2.3.5. La production de protéines de type PR

La reconnaissance d’un agent pathogene provoque l'induction de la synthése de protéines de type PR
(Pathogenesis-Related) aux propriétés antimicrobiennes intervenant dans les réactions de défense et
qui sont ubiquitaires chez les plantes (Tableau 1) (van Loon et al., 2006). Les fonctions biologiques
des 17 familles de protéines PR sont variées. Par exemple, des fonctions de dégradation des parois
fongiques sont trouvées chez les endochitinases PR-3, PR-4, PR-8 et PR-11. D’autres protéines, telles
que l'endoprotéase PR-7 de la tomate, assurent des fonctions biochimiques qui visent a limiter
I'invasion par un plus large spectre d’agents pathogenes. Malgré I'importance de ces protéines dans
les réponses de défense des plantes, certaines d’entre elles ont des fonctions inconnues, comme les
protéines PR-1 par exemple. Chez A. thaliana, sur les 22 genes PR-1, I'expression d'un seul gene PR-1
(At2g14610) est activée par un stress biotique (van Loon et al., 2006). Chez les plantes, il a été mis en
évidence que tous les genes PR-1 sont régulés positivement par le SA, et que le SA est a la fois
suffisant et nécessaire pour induire I'expression des génes PR-1 (Vernooij et al., 1994). De ce fait, les
génes PR-1 sont largement employés dans les études expérimentales comme marqueur de
I’activation de la voie SA (van Loon et al., 2006). Récemment, la fonction protéique d'une protéine de
la famille PR-1 a été identifiée chez le mollusque Conus textile (Milne et al., 2003). Chez ce coquillage

venimeuy, la protéine Tex31 possede une activité protéolytique.
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Figure 1.23: La signalisation déclenchée par la cellule végétale suite a la perception du microbe.

Les récepteurs de la membrane plasmique PRR (Pattern Recognition Receptor) reconnaissent les motifs moléculaires
associés aux agents pathogénes (MAMP) et les motifs moléculaires associés aux dégats (DAMP), et cette
reconnaissance déclenche des réponses immunitaires (PTI: Pattern-Triggered Immunity). De plus, I'agent pathogéne
peut délivrer des effecteurs dans la cellule végétale pour supprimer ses réponses immunitaires. Les plantes utilisent
des protéines de résistance (R) pour détecter la présence de ces effecteurs, ce qui déclenche des réponses
immunitaires (ETI: Effector-Triggered Immunity). L'activation des cascades MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
est une des réponses précoces de la PTl et de I'ETI. Les effecteurs microbiens suppriment les défenses de la plante en
inactivant la cascade MAPK ou en supprimant sa signalisation en ciblant les récepteurs PRR par exemple. Les
phophatases, qui peuvent déphosphoryler et inactiver les MAPK, son également des régulateurs importants de
I'amplitude, de la durée et de l'issue physiologique de I'activation des MAPK.

Meng and Zhang, 2013



3.2.3.6. La mort cellulaire programmée

Les réponses immunitaires déclenchées par la perception d’un effecteur via des protéines de
résistance sont souvent associées a un phénoméne de mort d’un petit nombre de cellules végétales.
Cette réaction, qui a souvent lieu pendant I'ETI, est la HR. Le mécanisme sous-jacent a cette mort
programmeée est encore mal compris mais présente des similarités avec le processus apoptotique
existant chez les animaux. Les protéines de type caspases sont des protéases a cystéines impliquées
dans I'accomplissement de I'apoptose dans le regne animal (Lord and Gunawardena, 2012). Chez A.
thaliana inoculée par la bactérie avirulente Pst DC3000 AvrRpm1, un inhibiteur de caspase-3 inhibe la
HR (Hatsugai et al., 2009). Ce qui est surprenant, c'est que I'activité enzymatique de type caspase n'a
pas été identifiée chez les végétaux bien que I'activité caspase-like semble nécessaire a |'exécution
de la HR (Hatsugai et al., 2009). Cette étude montre également que, dans ce contexte infectieux, la
HR implique une fusion membranaire entre le tonoplaste et la membrane plasmique. La sous-unité
Bl du protéasome PBA1, assure cette fusion membranaire permettant alors le relargage de
molécules antimicrobiennes dans I'apoplaste et participant a ralentir la prolifération du

microorganisme et a favoriser la HR (Hatsugai et al., 2009).

3.2.3.7. La signalisation déclenchée par la cellule végétale suite a la perception du microbe
La perception d'un agent microbien par détection d'un MAMP provoque la mise en place d'un certain
nombre de réponses immunitaires. La détection du MAMP par la cellule végétale déclenche une

cascade de signalisation qui implique plusieurs acteurs moléculaires décrits ci-apres.

3.2.3.7.1. La perception des MAMP est relayée par des évenements de phosphorylation et de
déphosphorylation.

Chez les végétaux, ainsi que chez les levures et dans le regne animal, il existe la famille protéique des
MAPK qui est particulierement impliquée dans la transduction cellulaire de signaux extérieurs. Les
protéines MAPK sont organisées et hiérarchisées au sein de modules de signalisation. Il existe trois
niveaux d’organisation principaux selon l'ordre de phosphorylation et d’activation des protéines les
unes par rapport aux autres (Meng and Zhang, 2013). Ce sont les MAPKKK ou MAP3Kinases qui
integrent initialement la signalisation en étant phosphorylées sur des résidus Thr et Tyr, ce qui active
leur fonction kinase. Ainsi, une MAP3K activée peut phosphoryler les résidus Ser et Thr d’une MAPKK
ou MAP2Kinase provoquant son activation. La MAP2K active phosphoryle a son tour une MAPK, ce
qui provoque son activation et lui permet de phosphoryler une protéine cible. Chez A. thaliana, il

existe 80 MAP3K, 10 MAP2K et 20 MAPK (Pitzschke et al., 2009).
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En aval de la perception de la flagelline par le récepteur FLS2, deux modules MAPK ont été identifiés
(Figure 1.23). Le premier implique MKK4 et MKKS5, et MPK3 et MPK6 ; le second comprend la MEKK1,
MKK1 et MKK2, et MPK4 (Asai et al., 2002; Suarez-Rodriguez et al., 2007). En réponse a la flagelline,

I'activation de ces modules de signalisation permet I'expression de genes de défense.

Suite a la perception d’'un MAMP, I'activation de MPK6 par phosphorylation provoque la rupture de
I'interaction nucléaire entre MPK6 et ERF104. Le facteur de transcription ERF104 est alors libéré et
peut activer I'expression de génes de réponse a I'éthyléne impliqués dans I'immunité (Bethke et al.,
2009). De plus, Liu et Zhang ont montré qu’ACS2 et ACS6, deux enzymes de biosynthése de
I’éthyléne, sont des cibles directes de MPK6 (Liu and Zhang, 2004).

Une autre illustration de I'importance des modules MAPK dans la signalisation d’un stress biotique
est 'exemple de l'interaction protéique MPK4-WRKY33-MKS1. Dans le noyau, cette interaction
constitutive est perturbée suite a la phosphorylation de MPK4 en présence d’'un MAMP.
Effectivement I'activation de MPK4 conduit cette kinase a phosphoryler son partenaire MKS1
provoquant ainsi la libération du facteur de transcription WRKY33. WRKY33 active alors la
transcription de PAD3, un gene impliqué dans la biosyntheése de la camalexine, une phytoalexine

toxique pour les microorganismes (Qiu et al., 2008).

Outre les phosphorylations assurées par les protéines kinases, les événements de déphosphorylation
sont également des acteurs de la signalisation. Dans le cadre de la mise en place de la réponse
immunitaire, peu de phosphatases ont été identifiées. Chez le mutant mkpl d'A. thaliana,
n'exprimant plus la protéine MAP Kinase Phosphatase (MKP1), la PTI déclenchée par le MAMP
bactérien elf26 est plus intense que celle observée chez la plante sauvage Ws, et ce mutant est plus
résistant a l'infection par Pto DC3000 que Ws (Anderson et al., 2011). Ces auteurs proposent alors
MKP1 comme un régulateur négatif des défenses induites par la perception des MAMP et relayées

par MPK6.

3.2.3.7.2. La perception des MAMP engendre des flux calciques.

La perception d’un MAMP provoque la formation d'un flux d’ions Ca®* depuis I'apoplasme vers le
cytoplasme (Monaghan and Zipfel, 2012). L'activation par phosphorylation de récepteurs PRR
provoque l'activation de canaux calciques de la membrane plasmique (Qi et al.,, 2010). Un flux
calcique est alors généré et est a I'origine d’une signalisation impliquant notamment la production de
FAO et la fermeture des stomates (Nomura et al., 2008; Ogasawara et al., 2008). Cette variation de
concentration en calcium cytoplasmique est percue par des protéines kinases dépendantes du
calcium, ou CDPK, qui sont des intermédiaires nécessaires a I|’établissement d’une réponse

immunitaire déclenchée par les MAMP chez A. thaliana (Boudsocq et al., 2010). Chez le riz, il a été
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montré que les calcineurine B-like (CBL) sont requises pour la perception du Ca*', les CBL activent des

CBL-interacting protein kinases (CIPK) assurant une partie de la signalisation PTI (Kurusu et al., 2010).

3.2.3.7.3. Les petits ARN contribuent a la transduction du signal MAMP

MiR393 est le premier miARN identifié dont I'expression est induite en réponse au peptide flg22 chez
A. thaliana. Navarro et al. ont montré que la répression de la signalisation de I'auxine provoque une
diminution de la croissance de la bactérie Pst DC3000 lors de l'infection d'A. thaliana (Navarro et al.,
2006). Cette répression est assurée par miR393 qui régule négativement les ARN messagers TIR1,
AFB2 et AFB3, dont les protéines sont impliquées dans la signalisation de l'auxine. En régulant
négativement les ARN messagers TIR1, AFB2 et AFB3, dont les protéines sont impliquées dans la
signalisation de I'auxine, miR393 provoque une diminution de la croissance du pathogene Pst DC3000
(Navarro et al., 2006). D'autre part, il a été observé que chez les mutants agol et dcl1, les réponses
de défense sont plus faiblement induites que chez la plante sauvage (Li et al., 2010). Les génes AGO1
et DCL1 codent des protéines impliquées dans le clivage des ARN messagers conduisant a la
formation de petits ARN. Ces résultats permettent d'attribuer un réle positif de AGO1 et DCL1 dans la
mise en place de la signalisation PTI et I'implication de petits ARN pour aboutir a une défense efficace

contre les stress biotiques (Li et al., 2010).

3.2.3.7.4. Les phytohormones sont une composante essentielle de la mise en place des défenses
induites par la reconnaissance d'un agent pathogene

Les hormones sont des acteurs moléculaires clefs dans la coordination du développement, de la
croissance, et de l'intégration des facteurs environnementaux et |'établissement de réponses
adaptées (Pieterse et al.,, 2012). Ainsi lors d’un stress biotique, les phytohormones sont une
composante essentielle de I'immunité des végétaux. L'acide salicylique (SA) et I'acide jasmonique
(JA) sont les hormones principales qui participent a la régulation des réponses de défenses des
plantes lors de la PTl et de I'ETI (Pieterse et al., 2012). Au cours de mon travail de recherche je me
suis particulierement intéressée a I'implication de ces deux hormones dans la réponse des plantes
aux sidérophores. De ce fait, aprés une courte présentation de la contribution des autres hormones
végétales dans la réponse immunitaire des plantes, je vais présenter de maniere plus approfondie la

biosynthese et la signalisation dépendante du SA et JA dans un contexte de stress biotique.

0 L’auxine
L'auxine est une phytohormone, synthétisée a partir du tryptophane, impliquée dans le
développement de la plante (Robert-Seilaniantz et al.,, 2011). Lors d'une attaque par un agent
pathogéne, la voie de signalisation de I'auxine peut interagir avec les voies de signalisation du SA et

du JA (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Différentes études ont mis en évidence une relation
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Figure 1.24: La régulation croisée des voies hormonales du jasmonate, de I’éthyléne, de I'acide abscissique et des
gibbérelines.

Dans la plante, les microorganismes pathogénes nécrotrophes induisent des voies de signalisation dépendantes de
I'acide jasmonique (JA) et de I'éthyléne (ET) qui aboutissent a la mise en place de réponses de défense efficaces
contre ces agents pathogénes. Les insectes herbivores induisent également des voies de signalisation dépendantes de
JA et de 'acide abscissique (ABA). Les voies ET et ABA dépendantes de la signalisation JA sont mutuellement
antagonistes. Les traits pleins représentent les interactions démontrées expérimentalement et traits en pointillés
représentent des interactions hypothétiques.

Modifié d’aprés Pieterse et al., 2012
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antagoniste entre auxine et SA. Par exemple, l'une de ces études a montré une suppression de
I'expression de PR1 en réponse a un traitement a l'auxine de plante d'A. thaliana (Park et al., 2007a).
Il est intéressant de noter que l'auxine est une hormone produite également par les
microorganismes, et qu'il est possible que certains agents pathogénes produisent de l'auxine afin
d'inhiber les réponses de défense dépendantes de la voie SA (Pieterse et al., 2012). D'autre part,
Navarro et al. ont montré I'induction du miR393 durant la PTI générée par un traitement flagelline,
qui a pour conséquence de réprimer de facon globale I'expression des gene de réponse a I'auxine
(Navarro et al., 2006). Les auteurs émettent I'hypothése que ce mécanisme préviendrait |'inhibition

par I'auxine de la voie SA et permettrait ainsi la mise en place de réponses immunitaires.

O Lesgibbérellines
Les gibbérellines (Ga) sont des hormones impliquées dans la régulation de la croissance des cellules
végétales (Robert-Seilaniantz et al., 2011). L'activation de I'expression des génes de réponse aux Ga
dépend de facteurs de transcription PIF de type bHLH. En absence de Ga, les protéines DELLA
interagissent avec les facteurs de transcription PIF, ce qui empéchent la transcription des genes de
réponses aux Ga (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Lorsque les Ga sont présentes dans la cellule, les
répresseurs DELLA interagissent avec GID1, le récepteur des Ga, ce qui conduit au recrutement du
protéasome et la dégradation des protéines DELLA. Ainsi, la répression transcriptionnelle exercée par
les protéines DELLA sur les génes de réponse aux Ga est levée, et la signalisation Ga peut se mettre
en place (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Chez des mutants d'A. thaliana qui ne produisent plus de
protéines DELLA fonctionnelles, un plus fort niveau de résistance a été observé lors de l'infection par
Pst DC3000, en comparaison au niveau observé chez le plantes sauvages (Achard et al., 2003;
Navarro et al., 2006). Cette résistance est corrélée avec une augmentation d'intensité de réponse de
la voie SA et un affaiblissement de la voie de signalisation dépendante du JA (Figure 1.24). D'autre
part, I'accumulation des protéines DELLA provoque une induction de la voie de signalisation
dépendante du JA (Hou et al., 2010). En effet, il est apparu que les protéines DELLA sont capables de
se fixer a la protéine JAZ1, un répresseur de la signalisation dépendante du JA. Cette interaction
entre les protéines DELLA et JAZ provoque alors la transcription des génes de réponse au JA dans le

cadre d'une interaction biotique (Navarro et al., 2006).

0 Les cytokinines
Les cytokinines (CK) sont des phytohormones impliquées dans le développement, en particulier dans
les processus de division cellulaire (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Bien que le réle des CK dans les
interactions biotiques soit assez peu connu, il a été montré a travers des études de mutants et de
lignées transgéniques d'A. thaliana qu'une accumulation de CK est corrélée avec une résistance

accrue a Pst DC3000 (Choi et al., 2010). Cette résistance s'accompagne d'une induction de la
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Figure 1.25: La biosyntheése de I'acide salicylique chez les plantes.

Dans le chloroplaste, le SA est synthétisé par deux voies enzymatiques distinctes qui ont pour précurseur le méme
métabolite primaire, le chorismate, un intermédiaire de la voie des phénylpropanoides. Ces deux voies de synthése
passent par la synthése d'un intermédiaire qui est la phénylalanine ou I'isochorismate. La premiére étape de synthése
du SA via la phénylalanine est assurée par I'enzyme Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) qui génére l'acide
cinnamique a partir de phénylalanine. Ensuite, 'acide cinnamique est hydroxylé en O-coumarate puis oxydé pour
produire du SA, ou alors l'acide cinnamique est oxydé produisant un intermédiaire benzoique puis hydroxylé en
formant du SA. La biosynthése de SA via l'isochorismate est assurée premiérement par la conversion du chorismate
en isochorismate catalysée par I'isochorismate synthétase (ICS), puis par I'intervention d’une isochorismate pyruvate
lyase (IPL) pour produire du SA. Pour éviter les effets cytotoxiques liés & une trop grande quantité de SA
intracellulaire, une fois synthétisé, le SA est converti en SA O-B-glucoside (SAG), ou en salicyloyl glucose ester (SGE),
ou en méthyl salicylate (MeSA) ou encore en MeSA O-B-glucoside (MeSAG).

Modifié d’aprés Vlot et al., 2010
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biosynthese de SA. A l'inverse, un faible niveau de CK dans les cellules d'A. thaliana entraine une plus

grande sensibilité a l'infection par Pst DC3000 (Choi et al., 2010).

O L’acide abscissique
L'ABA est une hormone ayant un réle dans les processus développementaux, en particulier sur le
contrdle de la germination, mais aussi pour la résistance aux stress abiotiques (Robert-Seilaniantz et
al., 2011). Dans le cadre d'interactions compatibles en présence d'agents pathogénes nécrotrophes, il
a été montré que I'ABA régule négativement les défenses de la voie de signalisation JA (Figure 1.24).
C'est la cas chez la tomate ou I'étude du mutant sitiens, incapable de produire de I'ABA, a montré
une résistance accrue du mutant aux infections par les agents pathogénes B. cinerea, D. dadantii et
P. syringae pv. tomato (Audenaert et al., 2002; Asselbergh et al., 2007). Chez les plantes A. thaliana
prétraitées avec de I'ABA, une augmentation de la résistance a été observée en réponse a l'infection
par les microorganismes nécrotrophes A. brassicicola et Plectospaherella cucumerina (Ton et al.,

2009).

O Les brassinostéroides
Comme cela a été présenté précédemment, la protéine BAK1 est a la fois impliquée dans la
transmission du signal de perception des MAMP et la perception des brassinostéroides (BR). Les BR
sont des phytohormones impliquées dans la croissance de la plante (Robert-Seilaniantz et al., 2011).
Il a été mis en évidence qu'un traitement BR améliore la résistance du tabac et du riz aux agents
pathogénes P. syringae pv. tabaci ou M. oryzae respectivement (Nakashita et al., 2003). Chez A.
thaliana, il a été montré que les BR entrainent une accumulation de SA et I'expression du géne de

défense PR1, indépendamment de la régulation par NPR1 (Divi et al., 2010).

O L’éthylene
L'éthyléne (ET) est une phytohormone impliquée notamment dans la mise en place de réponses lors
d'une interaction entre une plante et un microorganisme pathogene, ou lors d'une réponse a un
MAMP (Felix et al., 1999; Glazebrook, 2005). En présence d’ET, des facteurs de transcription tels que
EIN3 et EIL1 (Ethylene-Insensitive 3 et Ethylene-Insensitive 3-Like 1) sont responsables de I'activation
transcriptionnelle de geénes de réponse a I'ET (Chao et al., 1997). Parmi les génes de réponse a I'ET se
trouve le gene ERF1 codant un facteur de transcription impliqué dans la mise en place des défenses
de I'nGte en réponse aux pathogénes nécrotrophes (Berrocal-Lobo and Molina, 2004). Le gene ERF1
intervient également dans la signalisation déclenchée par le JA en réponse a une infection pathogéne
(Figure 1.24). L'activation transcriptionnelle par ERF1 conduit notamment a la production de la
défensine PDF1.2, qui est une protéine PR a activité antimicrobienne (Lorenzo et al., 2003). L'ET

intervient également dans la réponse aux stress biotiques en inhibant la biosynthése de SA.
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Figure 1.26: Le modele de la boucle de régulation de 'accumulation de I'acide salicylique chloroplastique.

A. Dans le chloroplaste, I’enzyme isochorismate synthétase 1 (ICS1) catalyse la formation de I'isochorosmate a partir
du chorismate, ce qui permet la production de I'acide salicylique (SA). La protéine EDS5 permet I'export du SA
produit vers le cytoplasme ou il active la mise en place de réponses immunitaires.

B. Chez le mutant eds5, le SA s’accumule dans le chloroplaste. Bien que le mécanisme ne soit pas caractérisé, cette

accumulation pourrait générer une boucle de rétrocontrdle négatif sur la biosynthése du SA.

Modifié d’aprés Serrano et al., 2013

88



Effectivement, chez A.thaliana, EIN3 et EIL1 se fixent au promoteur de /CS1, un gene codant une
enzyme de la voie de biosynthése du SA et le répriment. (Chen et al., 2009). Parallelement, les
auteurs ont montré que les mutants ein3/eill sont plus résistants a l'infection par Pst DC3000 que le

génotype sauvage (Chen et al., 2009).

Le récepteur FLS2 d'A. thaliana est également régulé par I'ET (Boutrot et al., 2010). Sur les plantules
du mutant de perception de I'ET ein2, I'expression du géne FLS2 et I'accumulation de la protéine sont
absentes, et d'autre part la transcription du géne FLS2 est contrdlée par les facteurs de transcription

de réponse a I'ET EIN3/EIL1/EIL2 qui se lient au promoteur de ce géne (Boutrot et al., 2010).

L'ensemble de ces études confirme l'existence d'une régulation des réponses immunitaires par
I'éthylene, que ce soit au niveau de la perception des microorganismes ou niveau d'une régulation

croisée avec le SA.

0 L’acide salicylique ou salicylate

Le SA est une phytohormone accumulée suite a une infection par un agent pathogéne. Le SA active
des défenses efficaces contre des pathogénes biotrophes (Glazebrook, 2005). Dans le chloroplaste, le
SA est synthétisé par deux voies enzymatiques distinctes qui ont pour précurseur le méme
métabolite primaire, le chorismate, un intermédiaire de la voie des phénylpropanoides (Figure 1.25)
(An and Mou, 2011). Ces deux voies de synthése passent par la synthése d'un intermédiaire qui est la
phénylalanine ou l'isochorismate. La premiere étape de synthése du SA viag la phénylalanine est
assurée par I'enzyme Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) qui géneére I'acide cinnamique a partir de
phénylalanine (An and Mou, 2011). Ensuite, I'acide cinnamique est hydroxylé en O-coumarate puis
oxydé pour produire du SA, ou alors l'acide cinnamique est oxydé produisant un intermédiaire
benzoique puis hydroxylé en formant du SA (An and Mou, 2011). Chez le tabac, la production de SA
est réalisée majoritairement a partir de phénylalanine et via un intermédiaire benzoique (Yalpani et
al., 1993). La biosynthése de SA via l'isochorismate est assurée premierement par la conversion du
chorismate en isochorismate catalysée par I'isochorismate synthétase (ICS), puis par l'intervention de
I'isochorismate pyruvate lyase (IPL) pour générer du SA (An and Mou, 2011). Chez A. thaliana, deux
geénes codant des ICS chloroplastiques sont présents: les génes ICS1 (Isochorismate Synthase 1) (aussi
nommé SID2 (Salicylic acid Induction Deficient 2) ou EDS16 (Enhanced Diease Susceptibility 16)) et
ICS2 (Wildermuth et al., 2001). En revanche, aucun géne codant d'enzyme IPL n’a été cloné chez les
plantes (An and Mou, 2011). Pour éviter les effets cytotoxiques liés a une trop grande quantité de SA
intracellulaire, une fois synthétisé celui-ci est converti en SA O-B-glucoside (SAG), ou en salicyloyl
glucose ester (SGE), ou en méthyl salicylate (MeSA) ou encore en MeSA O-B-glucoside (MeSAG) (An
and Mou, 2011).
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Figure 1.27: Schéma de la signalisation de I'acide salicylique.

A.

En absence d’acide salicylique (SA), les protéines NPR1 (Non Expressor of PR genes 1) sont majoritairement dans
le cytoplasme, sous forme d’oligoméres via de S-nitrosylation dues a I'action de GSNO (S-Nitrosoglutathione). De
ce fait, NPR1 ne peut pas entrer dans le noyau et lever la répression transcriptionnelle exercée sur les génes de
réponse au SA par SNI1 (Suppressor of npr1 INDUCIBLE 1).

Lors d’un stress biotique, le SA est synthétisé & partir du chorismate selon deux voies: la voie 1CS1/5ID2
(Isochorismate Synthéthase 1) ou la voie PAL (Phenylalanine Ammonia Lyase) nécessitant une phénylalanine
(Phe). L’accumulation de SA dans la cellule provogue un changement de I'état redox de la cellule et conduit a la
monomérisation de NPR1 par les thioredoxines TRX-H3 et TRX-H5. Les monomeéres de NPR1 peuvent entrer dans
le noyau par I'intermédiaire de protéines des pores nucléaires, telles que les protéines MOS (Modifier Of sncl).
Dans le noyau, les monoméres de NPR1 interagissent avec des facteurs de transcription TGA de type basic leucine
zipper (bZIP) afin de se fixer sur les promoteurs des génes de réponse au SA et activer leur expression, comme
PR-1. Au cours de ce processus, NPR1 est phosphorylé (P) et ubiquitinylé (Ub), ce qui conduit a la dégradation de
NPR1 par le protéasome. Pour une activation transcriptionnelle maximale des génes de réponse au SA, cette
dégradation est nécessaire et pourrait permettre le ré-initiation du cycle de transcription par d’autres
monomeres NPR1.

Pieterse etal., 2012
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EDS5 est une protéine homologue aux transporteurs de la famille MATE (Multidrug And Toxin
Extrusion) nécessaire a I'accumulation de SA (Nawrath et al., 2002). La localisation cellulaire d’EDS5
est chloroplastique. L'expression du géne EDS5 chez la levure a permis d’attribuer in vivo la fonction
de transporteur du SA a la protéine EDS5 (Figure 1.26). Etonnement, lors de I'étude de flux de SA
radiomarqué sur des chloroplastes isolés, a partir du mutant eds5 ou de plantes contréles, un défaut
d’accumulation de SA a été observé chez eds5 (Serrano et al., 2013). Les auteurs ont montré qu’en
absence d’export du SA chloroplastique par EDS5, une trop forte accumulation de SA dans le
chloroplaste provoque une inhibition de ICS1 permettant de limiter cette accumulation. Le lien
mécanistique qui relie la protéine EDS5 et la régulation de la biosynthése du SA n’est pas connu a ce

jour.

Les voies de signalisation qui conduisent a I'accumulation de SA suite a la détection d’un agent

microbien, un MAMP ou un effecteur, ont néanmoins un certain nombre d’éléments communs.

En effet, EDS1 et PAD4, Enhanced Disease Susceptibility 1 et Phytoalexin Deficient 4 respectivement,
sont deux protéines formant un complexe requis pour I'induction de la synthése de SA en réponse a
un stress biotique (Wiermer et al., 2005). Le géne PAD4 code une protéine prédite comme une
triacyl-glycérol lipase qui agit en amont du SA et participe a I'amplification des réponses associées au
SA (Zhou et al., 1998; Jirage et al., 1999). Le géne EDSI code une protéine homologue des lipases
eucaryotes (lirage et al., 1999; Wiermer et al., 2005). Lors d'un infection par Pst DC3000, Du et ses
collaborateurs ont mis en évidence l'implication de la protéine SR1, également nommée CAMTA3
pour Ca**/calmoduline-binding Transcription factor, dans I'inhibition de I'accumulation de SA via la
répression de I'expression de EDS1 (Du et al.,, 2009). En effet, le mutant sr1 s'est révélé étre plus
résistant a l'infection par Pst DC3000 que la plante sauvage. Cette résistance est corrélée a une
expression de PR1 plus précoce chez sr1 et une plus forte accumulation de SA en réponse a Pst
DC3000. Ces résultats, suggérant l'inhibition de la voie SA par SR1, ont été confirmés par les auteurs
qui ont montré que SR1 réprime l'activation de la voie SA en se liant au promoteur de EDS1 et en
réprimant son Il'expression (Du et al., 2009). Ces résultats indiquent que la régulation de la voie SA

lors d'un stress biotique met en ceuvre des mécanismes dépendants de la signalisation calcique.

Le SA active ensuite une voie de signalisation qui conduit a la production des protéines de défense
PR. La protéine NPR1 (Nonexpressor of PR Genes 1) est un intermédiaire nécessaire a |'expression
des genes PR1, PR2 et PR5 chez A. thaliana (Figure 1.27) (Cao et al., 1994; Cao et al., 1997). En
présence de SA, les protéines NPR1 cytoplasmiques oligomérisées sont séparées en monomeres sous
I'effet du changement de statut redox du cytoplasme (Mou et al., 2003). Les monoméres de NPR1

sont alors transportés vers le noyau ou ils permettent I'activation de I'expression de génes
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Figure 1.28: Schéma de la signalisation de la résistance systémique acquise.

Une infection par un agent pathogéne peut engendrer une immnuité déclenchée par des effecteurs (ETI), qui est
souvent associée a la mort cellulaire programmée (PCD) des cellules infectées, mais peut également produire
I"'hormone de défense acide salicylique (SA) dans les chloroplastes via une activité isochorismate synthétase 1 (ICS1).
Des signaux mobiles sont aussi produits: I'acide azélaique (AzA), le glycérol-3-phosphate (G3P), le méthylSA (MeSA) et
le diterpénoide deshydroabietinale abietane (DA). AzA régule I'expression du géne AZI1, qui coderait une protéine
sécrétée de la famille des inhibiteurs de protéase/stockage dans la graine/transfert de lipides, et DIR1, une protéine
putative de transfert des lipides, est nécessaire aux fonctions protéiques de Aza, G3P et DA. L’accumulation de SA
affecte le statut redox de la cellule et la translocation de NPR1 vig I'action de la S-nitrosoglutathione (GSNQO) et
I'action de thioredoxines (TRXs). La concentration nucléaire de NPR1 est régulée par le niveau de SA cellulaire grace
aux protéines NPR3 et NPR4. La forte concentration de SA au site d’infection favorise I'interaction NPR1-NPR3 et la
dégradation de NPR1 qui permet la PCD et I'ETI. Dans les cellules avoisinantes au site d’infection, un niveau moins
élevé de SA rompt I'interaction NPR1-NPR4 ce qui conduit & I'accumulation de NPR1. NPR1 peut alors interagir avec
des facteurs de transcription et activer I'expression des génes ER, impliqués dans la sécrétion, et des génes PR
(Pathogenesis-Related) associés a la résistance contre une seconde infection, qui codent des protéines aux propriétés
antimicrobiennes. L’élicitation de la résistance systémique acquise (SAR) est associée a I'acétylation (Ac) des histones
H3KQ et la méthyltation (Me) des histones H3K4 des promoteurs de génes qui contribuent a la SAR. De plus la
méthylation de ’ADN et des protéines affecte I"architecture de la chromatine et la machinerie de réparation de I’ADN
(SNI1, RAD51, BRCA2) qui pourraient alors étre impliqués dans la mise en place de la SAR. Cette méthylation favorise
la stabilité du génome de la génération suivante.

Modifié d’aprés Fu et Dong, 2013
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nécessaires a I'établissement des défenses tels que le géne PR1 ou des génes codant des facteurs de

transcription WRKY (Mou et al., 2003).

Le SA est également un composé important pour la coordination et la mise en place de la résistance
systémique acquise (SAR) (Fu and Dong, 2013). En réponse a un MAMP, ou a une infection par un
agent pathogéne aboutissant a une HR ou une relation compatible, le phénomene de SAR est
observé et confere a la plante une élévation généralisée de son niveau de défense pendant une
longue période, de quelques semaines a plusieurs mois (Fu and Dong, 2013). Le mutant ics1 qui
synthétise trés peu de SA, et la lignée surexprimant le gene bactérien NahG codant une SA
hydroxylase responsable la dégradation du SA en catéchol, sont affectés dans la SAR (Gaffney et al.,

1993). A l'inverse, une application exogene de SA conduit a I'établissement de la SAR (White, 1979).

Suite a une premiére infection, I'établissement de la SAR repose sur une signalisation rapide initiée
au site d’infection et qui peut s'étendre a d'autres parties de la plante (Fu and Dong, 2013). Ceci
suggere l'implication d’un signal mobile depuis le site d’infection, d’éléments de perception de ce
signal dans I'ensemble des organes sains et I'instauration d’un arsenal immunitaire prét a I'action

(Figure 1.28).

Les signaux de la SAR ne sont pas formellement identifiés et plusieurs candidats ont été proposés
selon les plantes étudiées (Fu and Dong, 2013). Le MeSA fait partie des signaux mobiles proposés
comme vecteur de la mise en place de la SAR. Ce composé est formé a partir du SA sous I'action
d’une méthyltransférase, et le MeSA peut ensuite étre hydrolysé par des estérases pour redonner du
SA (An and Mou, 2011). Au site d’infection, la forte concentration de SA inhibe I'action de I'enzyme
MeSA estérase SABP2 chez le tabac ce qui entraine I"'augmentation localisée de la concentration de
MeSA (Park et al., 2007b). Chez le tabac, I'extinction de I'expression du géne SABP2 par stratégie
ARNi géneére des lignées de plantes affectées dans la SAR, indiquant que SABP est requise pour la SAR
(Park et al., 2007b). Chez A. thaliana, le géne BSMT1 code I'enzyme responsable de la méthylation du
SA, c’est-a-dire qui catalyse la formation de MeSA a partir de SA (Chen et al., 2003). Contrairement a
ce qui a pu étre observé chez le tabac, le mutant bsmt1 d’A. thaliana n’est pas affecté dans la mise

en place de la SAR bien qu’il n’y ait pas de MeSA généré dans ces plantes (Attaran et al., 2009).

Le MeSA est donc nécessaire a I'établissement de la SAR chez le tabac, alors que chez la plante
Arabidopsis cette molécule n'est pas indispensable. Cet exemple illustre la complexité de I'étude de

la signalisation sous-jacente aux mécanismes de la SAR chez les plantes.

Comme cela a été mentionné précédemment, NPR1 est un senseur du SA et permet sa signalisation

en aval. Selon la concentration en SA de la cellule, NPR1 est associé, ou non, avec les protéines NPR3
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Figure 1.29: La biosynthése de I'acide jasmonique chez les plantes.

Le JA est un composé dérivé de 'acide a-linolénique (a-LA), un galactolipide issu de la dégradation des membranes
du chloroplaste. La premiére étape dans la voie de biosynthése du JA est I'oxydation du a-LA par une lipoxygénase
(LOX), générant alors une oxylipine. Les enzymes alléne oxyde synthétase et alléne oxyde cyclase, AOS et AOC
respectivement, assurent la production d'acide oxophytodiénoique (OPDA) a partir de I'oxylipine formée. L'OPDA est
alors réduit par I'enzyme OPR3, puis subit une B-oxydation pour former finalement du JA. Une fois le JA synthétisé,
celui-ci peut étre converti en méthyl-jasmonate (MelA) sous l'action de I'enzyme JA carboxyl-méthyl transferase
(JMT), ou conjugué a l'isoleucine par I'enzyme JAR1 sous une forme biologiquement active JA-lle

Modifié d’aprés Wasternack et Hause, 2013
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et NPR4 (Fu et al., 2012). Un modéle de régulation de NPR1 par NPR3 et NPR4 a été récemment
décrit (Fu et al., 2012). NPR3 et NPR4, qui sont des senseurs du gradient de SA au site de I'ETI,
contrdlent le niveau d'accumulation de NPR1 en provoquant son ubiquitination puis sa dégradation
par le protéasome (Fu et al., 2012). Ainsi, en absence d’infection par un microorganisme pathogene,
les protéines NPR1 et NPR4 sont associées, ce qui permet l'adressage constitutif de NPR1 au
protéasome. NPR1 est alors dégradé et les cellules ne mettent pas en place de programme de
défense (Fu et al.,, 2012). Lorsqu’une attaque par un agent pathogene se produit, la trés forte
concentration de SA induite au site d’infection favorise la liaison de NPR1 et NPR3; NPR1 est alors
dégradé par le protéasome. L'absence de NPR1, associée a une forte quantité de SA, provoque une
réponse immunitaire sous forme de mort cellulaire au site d’infection (Fu et al., 2012). Dans les
cellules en périphérie du site d’infection, il y a une concentration de SA inférieure a celle du site
d’infection qui est suffisante pour déstabiliser I'interaction entre NPR1 et NPR4, mais insuffisante
pour permettre la liaison entre NPR1 et NPR3 (Fu et al., 2012). De ce fait, NPR1 est accumulé dans
ces cellules ce qui permet la mise en place de réponses de défense, la survie des cellules et le

déclenchement de la SAR (Fu et al., 2012).

La SAR assure une protection a large spectre de la plante contre différents types d'agents
pathogénes, allant de quelques semaines a quelques mois, mais peut également étre transmise en
descendance. L'acétylation et la méthylation des histones modulent I'expression des genes, et cette
modulation peut étre transgénérationnelle. Parmi ces genes peuvent se trouver des génes associées
a la résistance des plantes contre les agents pathogénes et a la SAR (Fu and Dong, 2013). Dans la
descendance de plantes d’A. thaliana infectées par Pst DC3000, en comparaison a la descendance de
plantes saines, la résistance associée a la voie du SA est plus intense et plus rapidement induite suite
a l'infection par Pst DC3000 ou H. arabidopsidis (Luna et al., 2012). Chez ces mémes plantes, les
promoteurs des genes PR1, et des genes WRKY6 et WRKY53, qui codent des facteurs de transcription
impliqués dans la signalisation en aval du SA, sont enrichis en histones H3 acétylés et en marques

associées a 'activation transcriptionnelle (Luna et al., 2012).

O L’acide jasmonique ou jasmonate
Le JA est une phytohormone accumulée suite a une infection par un agent pathogéne. Le JA active
des défenses efficaces contre des pathogenes nécrotrophes (Glazebrook, 2005). Le JA est un
composé dérivé de l'acide a-linolénique (a-LA), un galactolipide issu de la dégradation des
membranes du chloroplaste (Wasternack and Hause, 2013). La premiére étape dans la voie de
biosynthese du JA est |'oxydation du a-LA par une lipoxygénase (LOX), générant alors une oxylipine
(Figure 1.29) (Bannenberg et al., 2009). Les enzymes allene oxyde synthétase et alléne oxyde cyclase,

AOQS et AOC respectivement, assurent la production d'acide oxophytodiénoique (OPDA) a partir de
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Figure 1.30: Schéma de la signalisation de I'acide jasmonique.

A. En absence de JA dans la cellule, la protéine JAZ (Jasmonate Zim) et ses partenaires protéiques HDAB, NINJA et
TPL assurent la répression transcriptionnelle des génes de réponse au JA, tels que ERF1, PDF1.2, VPS2 et les
génes JAZ.

B. En présence de JA-lle, la protéine JAZ s'associe avec la protéine COI1l (Coronatine Insensitive 1), et cette
association provoque l'ubiquitination de JAZ par COI1 et des protéines du complexe SCF, puis permet la
dégradation de la protéine JAZ. De cette maniére, en présence de JA-ILE, la répression transcriptionnelle exercée
sur les génes de réponse au JA est levée, permettant |'établissement de réponses de défense de la plante. Les
facteurs de transcription EIN3/EIL2 et MYC sont responsables de l'activation transcriptionnelle des génes de

réponse au JA .

Pieterse et al., 2012
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I'oxylipine formée. L'OPDA est alors réduit par I'enzyme OPR3, puis subit une B-oxydation pour
former finalement du JA (Wasternack and Hause, 2013). Une fois le JA synthétisé, celui-ci peut étre
converti en méthyl-jasmonate (MelA) sous l'action de I'enzyme JA carboxyl-méthyl transferase (JMT),
ou conjugué a l'isoleucine par I'enzyme JAR1 sous une forme biologiquement active JA-lle (Seo et al.,
2001; Staswick and Tiryaki, 2004). Les facteurs de transcription EIN3/EIL1 et MYC sont responsables
de Il'activation transcriptionnelle des génes de réponse au JA (Figure 1.30) (Pieterse et al., 2012). En
absence de JA dans la cellule, la protéine JAZ (Jasmonate Zim) assure la répression transcriptionnelle
des genes de réponse au JA (Sheard et al., 2010). En présence de JA-lle, la protéine JAZ s'associe avec
la protéine COI1 (Coronatine Insensitive 1), et cette association provoque I'ubiquitination de JAZ par

O ‘buis permet la dégradation de la protéine JAZ (Sheard et

COI1 et des protéines du complexe SCF
al., 2010). De cette maniere, en présence de JA-ILE, la répression transcriptionnelle exercée sur les

génes de réponse au JA est levée, permettant |'établissement de réponses de défense de la plante.

Les genes de réponse au JA sont sous la dépendance de deux types d'activateurs, les facteurs de
transcription MYC et EIN3/EIL1 (Pieterse et al., 2012). Chez A. thaliana, la voie de signalisation
dépendante de la régulation ERF1, conduisant notamment a la production d’une défensine codée par
le géne PDF1.2, est la plus généralement associée a la résistance contre les pathogenes nécrotrophes
(Lorenzo et al., 2003). La signalisation dépendante du facteur de transcription MYC2, codé par le
géne JIN1 (Jasmonate-Insensitive 1), est plutot associée aux réponses mises en place a la suite de
blessures ou de défenses contre les insectes et herbivores chez Arabidopsis (Lorenzo et al., 2004). En
effet, le mutant jin1 est plus résistant a l'infection par les agents pathogenes nécrotrophes P.

cucumerina et B. cinerea.
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Figure 1.31: Exemples de symptomes de pourriture molle causés par D. dadantii sur différentes plantes hotes.
A. Symptdmes sur un tubercule de pomme de terre. B. Symptomes sur des racines d’endive. C. Symptomes sur la
rosette d’Arabidopsis thaliana. D. Symptdmes sur une racine de carotte. E. Symptomes sur la tomate. F. Symptdmes

sur le poivron vert. G. Symptomes sur le poivron rouge. H. Symptdmes sur le chou.

Reverchon et Nasser, 2013
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4. L'interaction entre la bactérie pathogene Dickeya dadantii et la

plante modele Arabidopsis thaliana

Aprés cette présentation générale des interactions entre les plantes et les microorganismes
pathogénes, je vais présenter un pathosysteme tres étudié au laboratoire, le pathosysteme A.

thaliana-D. dadantii qui a été utilisé dans une partie de ma thése et qui a été a I'origine du projet.

4.1. Présentation de Dickeya dadantii

Dickeya dadantii 3937 est une bactérie phytopathogéne de la famille des entérobactéries,
anciennement classée dans le genre Erwinia et dénommeée E. chrysanthemi 3937 (Samson, 2005).
Cette bactérie a Gram négatif provoque des maladies caractérisées par des symptomes de pourriture
molle sur diverses espéces végétales d’'importance économique, au champ et en conservation (Figure
1.31). Par exemple, D. dadantii cause des dégats sur les endives au moment du forcage et sur la
plante ornementale Saintpaulia ionantha (ou violette africaine). Elle infecte également la plante
modele A. thaliana. D. dadantii, initialement isolée dans les régions tropicales, est aujourd’hui bien
implantée en Europe (Toth et al., 2011). Cette bactérie apparait au neuvieme rang parmi les
bactéries phytopathogene les plus étudiées en laboratoire et les plus importantes économiquement,
et la souche 3937 de D. dadantii, qui a été isolée depuis la plante héte S. ionantha, est étudiée depuis
plus de 25 ans (Diolez and Coleno, 1985; Mansfield et al., 2012). C'est d’ailleurs cette souche qui a
été choisie par le consortium international pour le séquencage et I'annotation du génome de D.

dadantii (Glasner et al., 2011; http://asap.ahabs.wisc.edu/annotation/php/ASAP1.htm).

4.1.2. Les facteurs du pouvoir pathogene de D. dadantii
4.1.2.1. Les déterminants moléculaires du pouvoir pathogéne

4.1.2.1.1. Les pectinases sécrétées par D. dadantii lors de I'infection
Lorsque la bactérie est en contact avec le tissu végétal, celle-ci produit entre autres des fibrilles de

cellulose, sécrete des exopolysaccharides et un biosurfactant lui permettant d’adhérer a la surface de
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Figure 1.32: Le cycle épidémiologique de D. dadantii sur la pomme de terre.

C'est au cours du printemps que, constitué a partir de bactéries ayant persisté dans le sol, I'inoculum primaire infecte
les tubercules de pomme de terre. Puis, durant I'été, les bactéries des semences infectées envahissent les jeunes
organes aériens et les racines, ou les bactéries se développent dans les espaces intercellulaires causant les
symptomes de pourriture molle. Cette population bactérienne peut atteindre les tubercules nouvellement formés, ou
se maintenir dans I'eau du sol pendant 'hiver puis générer de nouvelles contaminations dés que les conditions
redeviennent favorables. Ces nouvelles colonisations sont favorisées suite aux blessures provoquées pendant la
récolte, de ce fait la maladie peut se déclarer une fois les tubercules en conservation. De plus, les insectes peuvent
intervenir tout au long de ce cycle car ils provoguent des blessures sur les organes végétaux constituant ainsi des
portes d'entrée pour les bactéries. Ils peuvent également étre vecteurs d'infection en disséminant les bactéries d'une
plante & l'autre.

Reverchon et Nasser, 2013
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la plante et de pouvoir la coloniser (Condemine et al., 1999; Hommais et al., 2008; Jahn et al., 2011).
Outre la présence d’un flagelle permettant a D. dadantii de se mouvoir et se propager, cette bactérie
est attirée par I'acide jasmonique produit au niveau des blessures (Antunez-Lamas et al., 2009). La
bactérie mene ainsi une vie de type "épiphyte" sur la plante et, lorsque les conditions
environnementales lui sont favorables (une température douce (30°C), un degré d’humidité élevé et
une faible pression partielle d’oxygéne), une transition vers un mode de vie nécrotrophe s'opeére et
les bactéries pénetrent dans le tissu (Reverchon and Nasser, 2013). Une fois que les bactéries se
trouvent dans I'apoplasme, qui est un compartiment acide, les bactéries initient un remodelage
métabolique pour s’adapter aux contraintes environnementales (Figure 1.32). Afin de limiter leur
acidification, les bactéries réduisent les entrées de H', en réduisant la production du moteur
flagellaire ou en modifiant les décorations de la membrane pour la rendre moins perméable. Elles
favorisent I'excrétion de proton via des antiports (Reverchon and Nasser, 2013). Parallelement, la
perception du microorganisme pathogene par la plante déclenche des réactions de défense qui ont
pour conséquence une alcalinisation de I'apoplasme. D. dadantii sécréte des enzymes lui permettant
de dégrader la paroi végétale dont certaines ont une activité optimale en milieu alcalin (Nachin and

Barras, 2000).

Les pectinases et les cellulases de D. dadantii sont secrétées par un systéeme de sécrétion de type Il
appelé systeme « Out » et les protéases sont sécrétées par I'intermédiaire du systeme de sécrétion
de type |, PrtDEF (Figure 1.33) (Reverchon and Nasser, 2013). Les symptomes de macération causés
majoritairement par les activités pectate lyases ne sont plus observés sur plante hote lorsqu’un
mutant out est inoculé. Les mutants affectés dans les genes codant les pectinases sont peu virulents,
démontrant ainsi l'importance de la sécrétion des enzymes de dégradation de la pectine pour
I'intégrité du pouvoir pathogéne de D. dadantii. En effet, les génes cel qui codent les cellulases ne
semblent pas nécessaires au pouvoir pathogéne de la bactérie (Boccara et al., 1994). Les genes prt
codent les protéases qui participent a la maturation d'une pectate lysase Pell une fois sécrétée, en
clivant la partie N-terminale, ce qui a pour effet de favoriser la dégradation de la paroi végétale

(Shevchik et al., 1998).

L'arsenal pectinolytique de D. dadantii permet a la bactérie de dégrader la pectine en plusieurs
étapes (Kazemi-Pour et al., 2004). Tout d'abord, les pectines méthyl-estérases PemA et PemB
assurent la déméthylation de la pectine (Tardy et al., 1997). Les pectines acétyl-estérases PaeX et
PaeY assurent la dé-acétylation du polygalacturonate. Les quatre polygalacturonases PehV, PehW,
PehX et PehN assurent le clivage en oligomeéres du polygalacturonate, appelé aussi pectate. Cette
bactérie posséde également neuf endopectate-lyases ayant des spécificités de substrat différentes,

PelA a PelE (les cing enzymes majeures), Pell, Pell, PelZ et PelN identifiée récemment (Tardy et al.,
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Figure 1.33: Les déterminants du pouvoir pathogéne de D. dadantii.

Abréviations: LPS: lipopolysaccharide; EPS: exopolysaccharide; SAP: Sensitive to Antimicrobial Peptide; Msr: Methionine sulfoxide
reductase; SodA: Superoxyde dismutase A.

Sepulchre et al., 2007
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1997; Shevchik et al., 1998; Hassan et al., 2013; Reverchon and Nasser, 2013). Ces endopectate-
lyases clivent les liaisons al,4-glycosidique des polygalacturonates, alors que les exopectates lyases
PelW et PelX hydrolysent ces liaisons a partir des extrémités du polymere et génerent des
oligogalacturonides (Shevchik et al., 1999a; Shevchik et al., 1999b). Ces enzymes Pel sont classées
dans quatre familles selon I'alignement des séquences protéiques, tel que PelA, B, C, D, E et Z
appartiennent a la famille PL1, les familles PL2 et PL3 ne comprennent qu'une enzyme, PelW et Pell
respectivement, et la famille PL9 est composée de Pell, X et N. Comme évoqué précédemment,
I'activité de ces enzymes est dépendante du pH mais également de la présence d'un cofacteur
cationique. La plupart des Pel ont le Ca>* comme cofacteur, mais PelW et PelX assurent leur fonction
catalytique en présence de Mn?*, Co®* et Ni** (Tardy et al., 1997; Shevchik et al., 1999a; Shevchik et
al., 1999b). Contrairement aux autres Pel, I'activité catalytique de PelN est maximale a un pH tres

faiblement alcalin de 7,4, et son cofacteur cationique est le Fe** (Hassan et al., 2013).

4.1.2.1.2. Le systéme de sécrétion de type Il de D. dadantii

D. dadantii possede également un systeme de sécrétion de type Il (SST3) qui lui permet de délivrer
dans la cellule végétale les harpines HrpN et HrpW, ainsi que I'effecteur DspEF (Yap et al., 2005).
L'expression des génes codant le SST3 est induite en réponse a des composés phénoliques produits
par la plante : I'acide o-coumarique (OCA), I'acide t-cinnamique (TCA) (Yang et al., 2008). Sur le tabac,
une plante non-hote, la bactérie ne provoque pas de macération mais une HR (Yang et al., 2002).
Cette HR est dépendante du systeme hrp chez le tabac infecté par des souches mutantes de D.
dadantii incapables de produire et sécréter des pectinases (Bauer et al., 1994). Le SST3 est nécessaire
a la pathogénie de la bactérie lorsque l'appareil pectinolytique n'est plus opérationnel. Le SST3 n'a

pas un réle majeur dans le pouvoir pathogéne de D. dadantii.

4.1.2.1.3. La protection contre les composés toxiques

L'intrusion microbienne est percue par la plante, qui déploie alors un arsenal défensif afin de limiter
la progression du microbe dans ses tissus. Parmi cet arsenal, la plante produit des peptides
antimicrobiens et favorise la formation des especes réactives de I'oxygene (Lopez-Solanilla et al.,
1998; Santos et al., 2001; Fagard et al., 2007). D. dadantii gére ces agressions en synthétisant des
protéines pour se protéger du stress oxydatif telles que les superoxydes (SOD) dismutases SodA et
SodC, des catalases ou encore l'indigoidine, un pigment bleu caractéristique de cette bactérie

(Reverchon et al., 2002).

Les SOD sont des métalloprotéines qui catalysent la dismutation de 'O, en H,0,. Le mutant sodA, de
D. dadantii est plus sensible a un traitement par le paraquat (herbicide provoquant une accumulation

d’ions superoxydes) que la souche sauvage de D. dadantii. Sur tubercule de pomme de terre,
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I'agressivité du mutant sodA est similaire a celle de la souche 3937. En revanche, ce mutant est moins
agressif sur saintpaulia. Cette diminution d’agressivité peut étre restaurée suite a un ajout de SOD,

de catalase ou d’un piégeur d’anion superoxyde (Santos et al., 2001).

Dans I'apoplasme, le fer est peu disponible pour la bactérie, or cette derniere en a besoin pour
assurer ses besoins métaboliques, comme la syntheése et la sécrétion de sidérophore pour sa
nutrition en fer, et pour mener correctement le processus infectieux (Franza and Expert, 2013).
D'autres éléments du métabolisme du fer de la bactérie sont également impliqués dans son
agressivité. Par exemple, les systemes d’assemblage des centres fer-soufre [Fe-S], Suf et Isc sont
nécessaires a la réussite de l'infection (Expert et al., 2008; Rincon-Enriquez et al., 2008). D’autre
part, afin d’éviter les effets déléteres causés par la présence de fer au sein de la bactérie, D. dadantii
posséde des protéines spécialisées dans le stockage du fer intracellulaire. Ces protéines sont les
maxi-ferritines FtnA et Bfr, et la mini-ferritine Dps, qui contribuent également a la pathogénie de la

bactérie (Boughammoura et al., 2007; Boughammoura et al., 2011).

4.2. L’arsenal défensif déployé par la plante infectée : le cas d’A. thaliana

Tout d’abord, A. thaliana répond en modifiant la composition des parois: une accumulation de
glycoprotéines riches en hydroxy-proline (HRGP) et des dépdts de callose sont observés avant
I'apparition des symptomes de macération. Ces observations refletent les deux phases d’infection
par D. dadantii : la phase asymptomatique pendant laquelle les bactéries sont dans I'apoplasme et
maintiennent un niveau bas de multiplication cellulaire, puis une seconde phase durant laquelle la

qguantité de bactéries augmente et les symptomes apparaissent (Fagard et al., 2007).

Une des réponses de défense d’A. thaliana a I'infection par D. dadantii est la production de FAO dans
les tissus encore intégres. Des ions superoxydes et du peroxyde d’hydrogéne ont été détectés dans
les chloroplastes et les parois cellulaires. L'étude de mutants rbohD et rbohF, pour lesquels la
production de FAO est limitée, ont permis de montrer que RbohD, et dans une moindre mesure

RbohF, sont une source de ce stress oxydatif dans cette interaction.

Au cours de l'interaction, la plante active des voies de défense dépendantes de phytohormones:
I'acide salicylique, I'acide jasmonique et I'éthyléne (Fagard et al., 2007). En observant la sensibilité
des mutants sid2, jarl et ein2 vis a vis de l'infection par D. dadantii, affectés dans les voies de

défenses dépendante de SA, JA et ET respectivement, il a été mis en évidence que seules les
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hormones de défenses JA et ET permettent a la plante de limiter le succes de l'infection. Concernant
la production de SA, il a été montré qu'elle est dépendante de la voie SID2/ICS1 et qu'elle n'est pas
liée a la production d'un stress oxydatif généré par les NADPH oxydases D et F en réponse a la

bactérie (Fagard et al., 2007).

L’analyse de I'accumulation de transcrits de génes marqueurs de la voie SA, JA et ET a révélé que la
sécrétion de pectinases participe a I'élicitation de ces trois voies hormonales suite a l'infection

bactérienne.
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5. Contexte scientifique et objectifs du travail de these

5.1. Contexte scientifique du travail de these

Dans I'objectif d'identifier des acteurs moléculaires impliqués dans la réponse de la plante A. thaliana
a l'infection par la bactérie phytopathogene D. dadantii, Dellagi et al. ont adopté une démarche sans
a priori de cDNA-AFLP pour identifier des genes dont I'expression est activée chez A. thaliana par D.
dadantii (Dellagi et al., 2005). De cette facon, I'ADNc correspondant au gene AtFER1, codant une
protéine de stockage du fer chloroplastique, a été trouvé plus abondamment dans les tissus infectés
par D. dadantii. Afin de mieux comprendre la part de AtFER1 lors de l'interaction, les auteurs se sont
intéressés au mutant d'insertion atferl et a l'incidence de la perte d'expression du géne AtFERI en
réponse a D. dadanti. Le mutant atferl s'est révélé étre plus sensible a l'infection que la plante
sauvage Col-0, suggérant qu'AtFER1 participe a la résistance de base de la plante contre D. dadantii.
Des cinétiques d'expression de AtFER1 et d'accumulation de la protéine correspondante ont mis en
évidence une augmentation biphasique du niveau de transcrits et de protéines a 30 min puis 24h
apres infection, confirmée ensuite par I'expression du gene rapporteur uidA, codant la glucuronidase,
sous le contréle du promoteur de AtFERI1. La protéine AtFER1 est donc requise dans le processus de

défense d'A. thaliana contre D. dadantii.

De précédents travaux réalisés au laboratoire ont montré que les sidérophores chrysobactine (CB) et
achromobactine sont nécessaires au pouvoir pathogéne de la bactérie D. dadantii sur plante hote
(Enard et al., 1988; Franza et al., 2005). L'infection d'A. thaliana avec un mutant bactérien affecté
dans la biosynthese de deux sidérophores, ne provoque pas d'accumulation de transcrits AtFERI,
suggérant que les sidérophores bactériens sont responsables de I'induction de I'expression de AtFER1
lors de l'infection. L'infiltration foliaire des sidérophores CB et desferrioxamine (DFO) a permis de
confirmer l'activation de I'expression du géne AtFER1 d'A. thaliana en réponse a la chélation du fer

par des sidérophores.

Suite a l'obtention de ces résultats au laboratoire, une attention particuliere a été portée aux
transporteurs vacuolaires des cations métalliques NRAMP3 et NRAMP4 homologues des protéines
NRAMP des mammiféres (Thomine et al., 2003). En effet, chez les mammiféres, la protéine NRAMP1
est un élément clef de la résistance de I'hGte en réponse a l'infection bactérienne (Forbes and Gros,
2001). L'infection d'A. thaliana par les bactéries pathogénes D. dadantii et Pst DC300 provoquent une
augmentation de la quantité de transcrits du géne NRAMP3 au site de l'infection (Segond et al.,

2009). En utilisant les simples mutants nramp3 et nramp4, le double mutant nramp3nramp4 ainsi
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que des lignées complémentées et de surexpression de ces génes, les auteurs ont montré que le
géne NRAMP3 principalement, et dans une moindre mesure le gene NRAMP4, contribuent a la
défense d'A. thaliana contre D. dadantii. Chez le double mutant nramp3 nramp4, 'accumulation des
transcrits AtFER1 en réponse a l'infection par D. dadantii est affectée, ce qui indique que I'induction
de l'expression de AtFER1 est régulée positivement par NRAMP3 et NRAMPA4. Segond et al. ont
également mis en évidence une contribution de NRAMP3 et NRAMP4 a I'amplification du stress

oxydatif provoqué chez A. thaliana lors de l'infection par D. dadantii.

L'infection des feuilles d'A.thaliana par D. dadantii provoque l'induction de I'expression de NRAMP3
dans les racines. De plus, les auteurs ont montré que l'infection provoque aussi I'expression des
génes FRO2 et IRT1 qui codent respectivement la réductase ferrique et le transporteur de fer chez la

plante.

Conjointement, ces travaux montrent qu’en plus des réponses immunitaires, I'infection d’A. thaliana
par D. dadantii provoque une réponse de type carence en fer. Afin de mieux déterminer la
contribution des sidérophores dans la réponse a I'infection et I'induction des réponses de carence en
fer, plusieurs expériences ont été menées sur des plantes traitées avec des sidérophores purs

(Dellagi et al., 2009).

Tout d’abord, il a été montré que la CB et la DFO conduisent a I'accumulation des transcrits du géne
PR1 dans les feuilles d’A. thaliana. Une quantification de SA dans les feuilles par la CB confirment
I'induction de la voie SA dans les plantes traitées par CB. En étudiant I'expression de génes
marqueurs des défenses liées a la voie SA chez les mutants nprl, eds5, pad4 et sid2, les auteurs ont
montré que l'induction de I'expression de PRI par la CB est dépendante de NPR1, EDS5 et SID2 et
indépendante de PAD4. Le traitement des plantes avec les ferri-sidérophores Fe-CB et Fe-DFO ne
permet pas cette induction des réponses dépendantes de la voie SA, suggérant que la capacité de
chélation du fer par le sidérophore est nécessaire a l'induction de ces réponses. De maniere
intéressante, le traitement CB sur des plantes carencées en fer ne permet pas d’activer I'expression
de PR1 et I'accumulation de SA. Ces résultats indiquent que la présence de fer dans la plante est

requise pour I'activation de la voie SA par les sidérophores.

En plus de I'activation de PR1, Dellagi et al. ont montré que I'application du traitement sidérophore
au niveau des feuilles d’A. thaliana permet I'activation de la machinerie d’acquisition du fer au
niveau des racines de la plante. En effet, le traitement CB conduit a une accumulation des transcrits
FRO2 et IRT1, ainsi que I'induction de I'activité réductase ferrique. Le traitement des feuilles avec la

forme Fe-CB ne provoque pas l'activation de ces réponses de carence en fer. Ces résultats indiquent

108



qgue la chélation du fer dans les feuilles de la plante sous I'action d’un sidérophore active un signal

systémique de carence en fer jusque dans les racines.

Toutes ces données ont révélé des interactions évidentes entre le métabolisme du fer chez la plante
et I'immunité. Dans ma thése j'ai contribué a éclaircir les mécanismes mis en jeu dans le cadre de ces

interactions.

5.2. Objectifs du projet de these
L'objectif principal de mon travail de thése est de mieux comprendre les mécanismes par lesquels les
sidérophores microbiens déclenchent a la fois des réponses de carence en fer et des réponses

immunitaires chez A. thaliana.

Nous souhaitions connaltre les processus physiologiques de la plante mis en place en réponse au
sidérophore. Afin de réaliser une analyse globale sans a priori, nous avons eu recours a un
transcriptome d'A. thaliana en réponse au traitement DFO. Ainsi, deux fonctions principales ont été
mises en évidence: la défense et I'homéostasie du fer. Le Chapitre Il présente les résultats de cette
analyse ainsi qu'une caractérisation des réponses mises en place, telles que la quantification

d'hormones de défense ou un dosage des métaux dans la plante.

D'autre part, les résultats du transcriptome nous on permit d'identifier un géne candidat
potentiellement impliqué dans l'interaction entre le métabolisme du fer et I'immunité. Nous nous
sommes focalisés sur un gene impliqué dans la signalisation, le gene MPK11. La caractérisation du

mutant mpk11 et la complémentation fonctionnelle seront traitées au Chapitre lIl.

Au cours de l'infection d'A. thaliana par D. dadantii, nous nous sommes intéressés a la répartition du
fer a I'échelle tissulaire. Pour ce faire, nous avons utilisé la méthode Perls'-DAB-H,0, de coloration

spécifique du fer (Chapitre IV).

Nous avons également étudié I'effet du statut en fer de la plante sur le développement de la
maladie. Le Chapitre V présente les résultats d'un comparaison de I'agressivité de microorganismes
pathogénes et du niveau de défense des plantes lorsque celles-ci sont en situation de carence en fer

ou non.

L'ensemble des résultats obtenus est discuté dans la partie "Discussion générale et Perspectives" et
dans un projet de revue sur le role des sidérophores dans |'élicitation des défenses chez les animaux

et les végétaux (Chapitre VI).
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LES SIDEROPHORES MICROBIENS DECLENCHENT
DES REPONSES DE DEFENSE ET PERTURBENT LE
METABOLISME DU FER CHEZ A. THALIANA
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CHAPITRE II : LES SIDEROPHORES MICROBIENS DECLENCHENT DES
REPONSES DE DEFENSE ET PERTURBENT LE METABOLISME DU FER
CHEZ A. THALIANA

Préambule

Afin d'identifier les processus physiologiques mis en place par A. thaliana lors d'un traitement
sidérophore, une approche sans a priori d'analyse transcriptomique avait été entreprise avant mon
arrivée au laboratoire. Dans ce chapitre, I'analyse et la validation des données issues de ce
transcriptome sont présentées. J'ai caractérisé les réponses de défenses de la plante en se basant sur
I'evaluation des niveaux d'expression de génes de défense, de I'observation de dép6t de callose et
d'induction du stress oxydatif. Les niveaux d'homones ont également été quantifiés. Je me suis
également intéresséé a la perturbation du métabolisme du fer engendré par le traitement
sidérophore en évaluant les niveaux d'expression de genes marqueurs de la carence en fer, la
qguantité de métaux dans la plante et la répartition cellulaire du fer. Enfin, j'ai étudié les réponses

immunitaires chez irt1, un mutant affecté dans I'acquisition des métaux, et particulierement du fer.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec Ludivine Soubigou-Taconnat et Jean-Pierre Renou
qui ont réalisé le transcriptome, en collaboration avec Gregory Mouille?, Stéphanie Boutet qui ont
mis au point et réalisé les dosages d'hormones, en collaboration avec Nassima Riache®, Delphine
Joseph® Didier Desmaéle qui ont réalisé la synthése de chrysobactine, et en collaboration avec
Sébastien Thomine pour les dosages de métaux. Ces résultats sont présentés sous la forme de
I'article "Scavenging iron: a novel mechanism of plant immunity activation by microbial

siderophores", publié dans le journal "Plant physiology".
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Abstract

Siderophores are specific ferric iron chelators synthesized by virtually all micro-organisms in
response to iron deficiency. We have previously shown that they promote infection by the
phytopathogenic enterobacteria Dickeya dadantii and Erwinia amylovora. Siderophores have
also the ability to activate plant immunity. We have used CATMA microarrays to investigate the
global transcriptional modifications in roots and leaves of Arabidopsis plants following leaf
treatment with the siderophore deferrioxamine (DFO). Physiological relevance of these
transcriptional modifications was validated experimentally. Immunity and heavy metal
homeostasis appeared as the major processes affected by DFO. These two physiological
responses could be activated by a synthetic iron chelator EDDHA indicating that siderophores
eliciting activities rely on their strong iron chelating capacity. DFO was able to protect
Arabidopsis against the pathogenic bacterium Pseudomonas syringae pv tomato DC3000.
Siderophore treatment caused local modifications of iron distribution in leaf cells visible by
Perls’-DAB-H,0, staining. Metal quantifications showed that DFO causes a transient iron and zinc
uptake at the root level presumably mediated by the metal transporter IRT1. Defense gene
expression and callose deposition in response to DFO were compromised in an irtl mutant.
Consistently, plant susceptibility to Dickeya dadantii was increased in the irt1 mutant. Our work
shows that iron scavenging is a new mechanism of immunity activation in plants. It highlights the

strong relationship between heavy metal homeostasis and immunity.
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Introduction

As sessile organisms, plants have to cope with diverse microbial invaders and develop efficient
strategies to survive potentially infectious attacks. Fortunately, pathogenic organisms often fail in
infecting plants, and disease is more the exception than the rule. Apart from preformed physical and
chemical barriers, plants are able to detect pathogen attack and activate complex signaling networks
leading to induced defenses that confer a more tolerant state. Induced innate immune processes
include phosphorylation events, accumulation of reactive oxygen species (ROS), cell wall
rigidification, callose deposition, defense hormone signaling and PR-encoding gene expression

(Nurnberger et al., 2004).

To activate such defenses against potential microbial pathogens, plants are equipped with sentry
systems involving proteins devoted to the direct or indirect recognition of pathogen-derived elicitors.
Recognition of conserved motifs in microbial molecules called Microbe Associated Molecular
Patterns (MAMPs) requires Pattern Recognition Receptors (PRR) anchored to the plant cell plasma
membrane. Plants are also equipped with complex recognition systems involving resistance proteins
which allow recognition of proteins secreted by pathogens, known as effectors, with reference to the
fact that these proteins are dedicated to promote infection (Nurnberger et al., 2004; Jones and

Dangl, 2006).

Iron is essential for nearly all forms of life because it is required for the catalytic activity of proteins
involved in essential cellular metabolic processes such as respiration, photosynthesis, DNA synthesis
and defense against ROS. In aerobic conditions and under physiological conditions, iron is present as
insoluble ferric (Fe") hydroxide complexes making it poorly available (about 10" M) for living
organisms. Under reductive conditions, iron is in its ferrous form (Fe") and is more soluble. However
Fe®* can catalyze the Fenton reaction in the presence of hydrogen peroxide, thus leading to the
formation of hydroxyl radicals resulting in protein damage, DNA breaks and lipid peroxidation (Pierre
and Fontecave, 1999). Therefore organisms have to tightly control iron acquisition, utilization and

storage at the cell as well as at the tissue levels.

In plants, iron is assimilated from the soil through the roots (Briat et al., 2007; Kim and Guerinot,
2007). Under conditions of iron deficiency, Arabidopsis thaliana activates a reductive mechanism
described as Strategy |, based on the acidification of the soil by the action of H*-ATPases followed by
iron reduction by the ferric chelate reductase FRO2, (Robinson et al., 1999), and finally transport of
Fe®* across the plasma membrane of root epidermal cells via the iron transporter IRT1 (Eide et al.,

1996). Storage and buffering in dedicated compartments including the apoplast and organelles
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(vacuole, plastids) allow protection against iron toxicity (Briat et al., 2007). In Arabidopsis, the
ferritins AtFER1 to 4 are mainly involved in buffering iron and protecting the plant cells against
oxidative stress (Ravet et al., 2009). FIT is a key iron deficiency responsive transcription factor since it
regulates the expression of FRO2 and IRT1 presumably in concert with bHLH38 and bHLH39
(Colangelo and Guerinot, 2004; Jakoby et al., 2004; Yuan et al., 2008). The transcription factors PYE,
bHLH100 and bHLH101 were recently identified as regulators of iron-deficiency responses in

Arabidopsis (Long et al., 2010; Sivitz et al., 2012)

For iron acquisition, most microbes use selective ferric ion chelators called siderophores.
Siderophores are low molecular weight molecules synthesized and secreted in response to iron
deficiency (Andrews et al., 2003; Winkelmann, 2007). They have a high affinity for Fe** and display
diversified chemical structures containing one, or a combination of, iron-binding moieties:
hydroxamate, catecholate and hydroxyl-carboxylate. Once loaded with iron, siderophores are
transported through the microbial envelope via specific transporters. Inside the microbial cell, iron is
reduced, losing its affinity for the siderophore, and Fe?* ions are then distributed to iron-containing
molecules or stored in ferritins. In the soil, microbial siderophores can exert a beneficial effect on
plant growth because they significantly increase the solubility of iron (Lemanceau et al., 2009). In
addition, a crop protective effect of beneficial soil borne bacteria was often associated with the
competition for iron with pathogenic species via siderophores (Bakker et al., 2007). Conversely, some
plant pathogens use siderophores to acquire iron in the host and to promote infection (Expert, 1999;

Haas et al., 2008).

Interestingly, several studies have shown that microbial siderophores can trigger defense responses.
A well-known example of siderophore-mediated activation of plant defenses is the Induced Systemic
Resistance (ISR) triggered by beneficial soil borne microbes which can be mediated by siderophores
as well as by other microbial molecules such as antibiotics or MAMPs (De Vleesschauwer and Hofte,
2009). Secretion of siderophores by saprophytic Pseudomonas species in the rhizosphere can confer
to the neighboring plants a protection against aerial pathogens and soil pathogens (Bakker et al.,
2007). However, the molecular mechanism underlying the elicitor activity of these molecules remains

unknown.

The siderophore chrysobactin (CB) produced by the pathogenic enterobacterium Dickeya dadantii
promotes systemic plant colonization (Dellagi et al., 2005; Dellagi et al., 2009). Arabidopsis leaf
infiltration with CB causes activation of iron deficiency responses and of the salicylic acid (SA)
defense pathway which can repress the jasmonic acid (JA) defense pathway required for the plant

defense against D. dadantii (Dellagi et al., 2009). In addition, CB provokes up-regulation of the iron
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Figure 1 : Venn diagrams illustrating the transcriptome changes DFO vs. H,O.
Comparison of DFO-up (A) and DFO-down (B) genes in leaves at indicated times after
treatment.

120



storage gene AtFER1 which is involved in defense against D. dadantii (Dellagi et al., 2005). Neither
activation of iron homeostasis gene expression nor activation of the SA pathway occur when
siderophores are loaded with iron prior to leaf treatment. Therefore, iron homeostasis genes and
immunity activation appear to rely on the siderophore’s iron scavenging activity. Importantly,
activation of the SA pathway by CB required the presence of a physiological amount of iron in the
plant since iron starved plants failed to activate PR1 gene expression and SA accumulation (Dellagi et

al., 2009) .

Activation of the SA defense pathway by siderophores raises the question of whether this
phenomenon is a major or a minor effect. To address this question we investigated the physiological
processes triggered by the siderophore DFO with no a priori assumption, using a transcriptome
analysis. We could expect that iron homeostasis would be the most important process modulated by
this highly specific iron chelator, and that immunity would be a minor response. Surprisingly, our
data show that plant immunity is the most important physiological process activated by the DFO in
leaves. In roots, the major process being activated is heavy metal homeostasis. Physiological
relevance of these results was validated experimentally. Our data reveal that strong iron scavengers

trigger immunity via perturbation of heavy metal homeostasis.
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Figure 2: Expression profiles of DFO-up
genesinleaves androots inresponse to DFO
or CB siderophores. Leaves of Col-0
hydroponically grown plants were infiltrated with
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Leaves and roots were harvested at indicated
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Results

Genome-wide analysis of leaf and root genes differentially expressed in response to

siderophore treatment.

To gain an insight into the physiological changes caused by siderophores in Arabidopsis, CATMA
microarrays were used to identify leaf and root genes that were differentially expressed following
infiltration of the siderophore DFO in leaves. Using our well controlled hydroponic growth system,
we performed a transcriptome analysis using the CATMA array V5 (see experimental procedures).
The concentration of siderophore was adjusted to 1 mM as it was previously shown that lower
concentrations provoked similar defense response activation but with a weaker intensity (see more
details in discussion) (Dellagi et al., 2009). Comparisons consisted of water versus DFO treatment at
each time point. Amongst the significantly differentially-expressed genes (Bonfferroni p-value<0.05,
see experimental procedures) only the genes with a two-fold difference at least were considered for
further analyses, either up-regulated (DFO-up) or down regulated (DFO-down). In leaves, 7 hours
following DFO treatment, 467 genes were up-regulated and 157 were down-regulated compared to
the water control, while 24 hours after treatment, 220 genes were up-regulated and 100 were down-
regulated (Fig. 1, Table S1). These data indicate that the transcriptional modifications caused by DFO
treatment were greater at the early time point 7 hours post infiltration (h p.i.) than at later time
point (24 h p.i.). The data in roots are different in that we found only one DFO-down gene at the
early time point 7 h p.i. Twenty four hours p.i., 26 genes were up-regulated and one was down-
regulated in roots. Thus, a longer delay was required before the occurrence of transcriptional
changes in roots than in leaves in response to DFO infiltration. Certain genes showed inversed
regulation at the two time points. As an example, the expression of AtFER1 (At5g01600) in DFO
treated leaves, is rapidly repressed 7 h p.i. then up-regulated 24 h p.i.(as confirmed by gRT-PCR Fig.
2).

Functional categories of genes differentially expressed in response to siderophore

treatment in Arabidopsis

To gain further insight into the physiological processes that are affected by siderophores in
Arabidopsis, we investigated the main functional categories the differentially expressed genes belong

to. Data sets were analyzed with the tool provided at http://mips.helmholtz-

muenchen.de/proj.funcatDB/ (Ruepp et al., 2004). This allowed us to find most significantly
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over-represented categories compared to their representation in the Arabidopsis genome (Fig. 3). In
leaves, the over-represented categories in the DFO-up genes 7 h p.i. are related to biotic and abiotic
stress responses, including oxidative stress response and immune responses. An important number
of genes involved in signaling functions were found to be up-regulated. For instance, 11 genes coding
WRKY transcription factors were up-regulated at 7 h p.i. and/or 24 h p.i. (Table S2). This family of
transcription factors is known to be involved in plant adaptation to the environment (Rushton et al.,
2010). In addition, several genes coding kinases belonging to the MAP kinase or receptor kinase
families were up—regulated (Table S3). Interestingly, most of these genes are up-regulated only at 7 h
p.i., but not differentially expressed at 24 h p.i. This observation suggests that rapid and transient
stress signaling reactions are triggered at early time points following siderophore treatment. A
number of genes coding well known regulators of the iron deficiency response were found in DFO-up
genes in the leaves at 7 h p.i.: bHLH38 (Yuan et al., 2008; Sivitz et al., 2012), bHLH100, bHLH101
(Sivitz et al., 2012), BTS, PYE (Long et al., 2010). Functional categories involved in the response to
stress are also over-represented in the genes up-regulated at 24 h p.i. It is of interest to note that
genes involved in handling of metals are significantly over-represented at this time point. The latter

category includes a number of zinc finger proteins as well as the AtFER1 gene.

The most significantly over-represented DFO-down genes in leaves at 7 h p.i. and 24 h p.i., fall into
the functional category of light reactions and photosynthesis, biotic stress responses and lipid
transport (Fig. S1). Lipid/fatty acid transport proteins are involved in endomembrane biosynthesis - in
particular thylakoid membrane synthesis - and influence plastid integrity (Benning, 2009) . Thus,

down regulation of the photosynthetic genes and lipid transfer proteins can be linked.

Interestingly, in roots, the most over represented functional category of DFO-up genes is heavy metal
transport and interaction with the environment (Fig. 3). Taken together, these data indicate that the
siderophore is likely to cause modifications in metal distribution in Arabidopsis leaves as well as in

roots.

We analysed our data with the Genevestigator tool “SIGNATURE”

(https://www.genevestigator.com/gv/doc/signature.jsp). The 100 most up-regulated genes and 100

most down-regulated genes in leaves 7 h p.i. were compared to the Genvestigator “perturbation”
database using this tool. The experiments displaying most significant similarity to our DFO
experiment include data from biotic stress-related studies (mainly oxidative stress-related, SA-
related and pathogen infections experiments) as well as iron deficiency (Fig. S2). Taken together,
these data indicate an intricate relationship between the plant immunity and iron deficiency

pathways.
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Figure 4: Expression profiles of DFO-up genesin leaves and roots in response to EDDHA
treatment. Leaves of Col-0 hydroponically grown plants were infiltrated with 1 mM EDDHA or control
solution (5 mM NaOH). Leaves and roots were harvested at indicated times after treatment. The
expression ofindicated genes was monitored by qRT-PCR from leaves (PR1, AtFER1, bHLH100) or
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level (ACT, EF1a). Experiments were performed three times with similar results. Representative data
are shown. Bars: SD of the normalized ratio. For each point, 6 plants were used and 3 leaves per
plant were infiltrated.
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Expression profiles of a selection of DFO-up genes in response to other strong iron

chelating molecules

Deferrioxamine is a tri-hydroxamate-type siderophore produced by several bacterial species from
genera including Erwinia, Pantoea, Pseudomonas and Streptomyces (Smits and Duffy, 2011). To know
whether the activation of DFO-up gene expression could be triggered by a strong iron-chelating
process, we decided to use another siderophore known to be produced by the pathogenic bacterium
D. dadantii, but having a different chemical structure, the catechol type chrysobactin (CB, (Persmark
et al., 1989)). We monitored the expression of a selection of DFO-up genes by gRT-PCR in leaves and
roots of plants treated with CB by leaf infiltration (Fig. 2). We selected genes involved in two types of
functions : WRKY46 (Hu et al., 2012), WRKY70 (Li et al., 2006), AHb1(Mur et al., 2012) involved in
plant defense and signaling; bHLH38 (Yuan et al., 2008; Sivitz et al., 2012), bHLH100, bHLH101(Sivitz
et al., 2012) involved in iron homeostasis and signaling. In roots, we monitored the expression of a
gene involved in nicotianamine biosynthesis: NAS1 (Klatte et al., 2009). Nicotianamine (NA) is a
nonproteinogenic amino acid known to bind a range of metal ions, including Fe**, Fe*, and zn*'
(Curie et al., 2009). We also monitored the expression of the genes essential for iron uptake in

Arabidopsis IRT1 and FRO2.

We found that globally all the DFO-up selected genes were up-regulated by the two structurally
distinct siderophores DFO and CB, in the same organ. In some cases the kinetics of up-regulation was
different between CB and DFO. For instance the expression profile of bHLH100 and bHLH101 at 7 h
p.i. and 24 h p. i. are not the same (Fig. 2). Leaf infiltration with 1 mM of the ferri-siderophore Fe-
DFO failed to activate the expression of the immunity markers WRKY46 and AHB1, and of the iron
deficiency markers bHLH100 and bHLH38 in leaves (Fig. S3). These data confirm previous reports
(Dellagi et al., 2009). Thus, DFO triggers defense and iron deficiency responses owing to its iron
scavenging capacity. Chrysobactin and DFO are produced by microbes and thus we considered the
possibility that plants could have evolved specific membrane receptors to recognize their iron free
form. To test this hypothesis, we analyzed the effect of a synthetic iron chelator, the
ethylenediamine-di(o-hydroxyphenylacetic) acid (EDDHA) which is not a natural product but usually
used as a fertilizer of plants in its Fe-EDDHA form (Sequestrene®). We monitored the expression of a
selection of DFO-up genes involved in defense and iron homeostasis functions, following leaf
treatment with EDDHA. Interestingly, EDDHA infiltration in Arabidopsis leaves resulted in the up-
regulation of the immunity related gene PR1 and the iron homeostasis genes AtFER1 and bHLH100 in

leaves; and the iron deficiency genes IRT1 and NAS1 in roots (Fig. 4). Together, these data strongly
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suggest that the transcriptional activation of defense genes and iron homeostasis genes by

siderophores is due to their strong iron chelation property.

Typical immune responses triggered by DFO

Transcriptome modifications triggered by the siderophore affect genes involved in the response to
biotic stress. To determine whether this transcriptome signature was associated to physiological
defense responses, we analyzed a set of physiological markers of the plant immunity program.
Accumulation of two major defense signaling hormones was monitored : salicylic acid (SA) and
jasmonic acid (JA) in leaves and roots of DFO-treated plants by LC-MSMS at the time points 7 h p.i.
and 24 h p.i. Interestingly, leaves treated with DFO accumulate SA and JA to significantly higher levels
than do the non-treated controls (Fig. 5A). However, no significant accumulation of SA or JA was
observed in the roots (Fig. S4). Another typical immune response known to be triggered by most
pathogens and MAMPs is callose deposition. Leaf infiltration with DFO resulted in significant callose
deposition 8 h p.i which was strictly localized along the veins (Fig. 5B). This pattern of callose
deposition was very reproducible and differs from the well-described pattern of callose deposition
triggered by the archetypal MAMP Flg22 peptide, which appears in the inter-vein zone. We
wondered whether the restriction of callose deposition along the vascular system in response to DFO
was specific to experimental conditions. To address this point, we infiltrated plants grown in the
same conditions as those infiltrated with DFO and in the same batch of experiments, with Flg22
peptide. As indicated in Fig. 5B, we observed typical callose deposition in the inter-vein zone with
Flg22 (Gomez-Gomez et al., 1999; Denoux et al., 2009; Luna et al., 2011). To examine whether the
particular pattern of callose deposition was specific to the siderophore DFO, Arabidopsis leaves were
infiltrated with other siderophores: ferrichrome (another hydroxamate-type molecule), and
chrysobactin (Fig. S5). Both siderophores caused callose deposition along veins following the same
pattern as that of DFO. Thus, siderophores specifically trigger localized callose deposition along the

vascular system.

Accumulation of ROS is known to be one of the most rapid processes activated in plants upon
pathogen attack, leading to the strengthening of cell walls, defense gene expression and pathogen
killing (Torres, 2010). Several ROS-related genes were DFO differentially regulated in leaves (Table
S4). Accumulation of ROS in response to DFO was investigated using the fluorescent dye 2',7'-
dichlorfluorescein-diacetate (DCFH-DA). Leaves were infiltrated with DFO or distilled water as a
control. Fluorescence could be observed in the DFO-infiltrated part of leaves at 8 h p.i. while very
weak fluorescence was visible in control leaves indicating that the siderophore induces accumulation
of H,0, (Fig. 5C).
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Figure 6: Time course of iron and zinc concentrationin
roots of DFO treated plants. Plants were harvested at
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Figure 7: Modification of iron distributionin leaftissues in response to siderophores. Leaves of
Col-0 hydroponically grown plants were infiltrated with 1 mM CB (B and E), 1 mM DFO (C and F) or
distilled water as control (A and D). Leaveswere harvested5h p.i. Perls/DAB-H,O, staining ofthin
sectionswas performed. Scalebar: 20um (A, B, C) and 5 um (D, E, F). PicturesD,E and F
correspond to magnified zones of A,B and C re%%%ctively. p: plastid, cw: cell wall, n: nucleus.



As highlighted by McCann et al. (2012), virulence suppression assays can be considered one of the
best methods to monitor the induction of the immune system because it directly assesses whether
the application of a candidate elicitor results in a decrease in susceptibility i.e. an increase in
immunity. Virulence suppression assays using DFO as a potential elicitor were then undertaken.
Arabidopsis leaves were pre-inoculated with DFO followed by an infiltration 24 h later with the
virulent bacterial pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000) which is
commonly used to test the elicitors’ effect (McCann et al.,, 2012). Bacterial populations were
monitored in control and DFO-treated leaves at 24 h and 48 h after bacterial inoculation. Although
bacterial populations increased in DFO-treated leaves between 24 and 48 h p.i.,, they were
significantly reduced compared to controls indicating that a virulence suppression of Pst DC3000 was
caused by DFO (Fig. 5D). To determine whether the SA pathway is required for this virulence
suppression, the same experiment was performed on sid2 plants deficient in SA biosynthesis
(Wildermuth et al., 2002). The data Fig. S6 show that the protection is compromised in sid2 plants
compared to WT plants. In vitro growth of Pst DC3000 was not affected by DFO ruling out a possible
direct effect of the siderophore on bacterial populations (Fig. S6). Taken together, these results show

that siderophores are canonical elicitors of plant innate immunity.

Iron mobilization following Arabidopsis leaf treatment with DFO

Arabidopsis responds to leaf infiltration with DFO by transcriptional modification of metal
homeostasis genes in leaves and roots and in particular, iron homeostasis genes are strongly
affected. Because DFO specifically binds iron, and because IRT1 is strongly up-regulated by the
siderophore, we monitored metal concentrations of Fe, Zn and Mn known to be transported by this
protein (Korshunova et al., 1999). Metal quantification in leaves treated with DFO did not reveal any
differences compared to the controls (data not shown). Interestingly, root concentrations of Zn and
Fe were increased between 5 h and 10 h following leaf infiltration of DFO (Fig. 6). No significant
difference was observed in Mn concentrations (data not shown). Thus, the metal concentration
profile of roots following DFO treatment is consistent with a signature of the activation of the
transporter IRT1 which transports iron and zinc (Korshunova et al., 1999; Vert et al., 2002). In most
reports, uptake of Mn and Zn are enhanced under conditions of iron deficiency (Long et al., 2010;
Barberon et al., 2011). In our case, iron deficiency is different in that it is not applied by removing the
metal from the medium. Iron and zinc transport by IRT1 could well outcompete Mn uptake under our

conditions as previously described with /IRT1expressing yeasts (Korshunova et al., 1999).

The absence of modification in leaf iron content in response to DFO prompted us to investigate

whether local iron distribution was modified. For this purpose, iron localization at the tissue level was
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Figure 8: Role of protein dephosphorylationiniron homeostasis genes expression
inresponse to DFO. Leaves of hydroponically-grown plants were infiltrated with distilled
water or 1 mM DFO. Leaves and roots were harvested at indicated times after treatment.
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were performed three time with similar results. Representative data are shown. Bars: SD
ofthe normalized ratio. For each point, 6 plants were used and 3 leaves per plant were

infiltrated.
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analyzed on CB and DFO treated leaves using the recently developed method based on Perls’-DAB-
H,0, staining (Roschzttardtz et al., 2010). Pictures Fig. 7 indicate that cells have globally the same
aspect in control and siderophore treated tissues, showing that the treatment did not alter cellular
integrity. Iron was mainly detected at the cell wall, in the plasts and in the nucleolus as was recently
described (Roschzttardtz et al., 2011) . Interestingly, the number of iron spots (presumably
containing ferritin) visible in the plasts was reduced in DFO and CB treated leaves when compared to
control. In addition, cell walls of siderophore treated tissues showed some highly stained zones that
we did not observe in the control suggesting accumulation of iron in these zones. These data indicate

that siderophores trigger modifications of iron distribution visible at the cellular level in leaf tissues.

Involvement of phosphorylation events in the activation iron deficiency response by DFO

The DFO transcriptome results indicated that a large number of signal transduction-related genes
including kinases, phosphatases and transcription factors were up-regulated in leaves. To check
whether the transcriptome data reflect a potential role of kinases and/or phosphatases in the DFO
triggered responses, we used a pharmacological approach. Leaves were treated with the protein
kinase inhibitor (K252a, (Davies et al., 2000)) or the phosphatase inhibitor (okadaic acid, (Mackintosh
and Cohen, 1989)), combined with the siderophore DFO. Controls consisted of treatment with the
inhibitor alone. We analyzed the expression of iron deficiency markers in leaves and roots. The
kinase inhibitor K252a did not have a significant effect on the expression of iron homeostasis genes
(data not shown). However, the protein phosphatase type 1 and 2A inhibitor okadaic acid prevented
the up-regulation of the iron deficiency markers /IRT1 and FROZ2 in roots and bHLH100 and bHLH101
in leaves in response to DFO (Fig. 8). These data suggest the possible involvement of phosphatases in

the activation of iron deficiency responses by DFO.

Role of IRT1 in the siderophore response

Our previous data show that the activation of the SA pathway by siderophore treatment is
compromised in iron starved plants indicating that iron is a prerequisite for this response (Dellagi et
al., 2009). In addition, the above described data show that the siderophore DFO is able to trigger a
modification of the plant iron and zinc concentrations which could be due to an IRT1 transport
activity. To determine whether the immune responses triggered by siderophores involve the root
metal transporter IRT1, we analyzed key immune responses in an irt1 mutant in response to DFO. For
this purpose, callose deposition was monitored in the irt1-1 mutant (Vert et al., 2002) and in its Ws
parental line (Fig. 9). Callose deposition was visible along veins in Ws siderophore treated leaves

indicating that this response was not specific to the Col-0 ecotype. Interestingly, irt1-1 mutant plants
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Figure 9: Role of IRT1in defense andiron
homeostasis gene expressionto DFO. (A) : Leaves
of hydroponically grown plants were infiltrated with 1
mM DFO or water as control. Leaves and roots were
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failed to accumulate callose in response to DFO. We also monitored the expression of key defense
marker genes. In Ws plants, DFO treatment provoked the up-regulation of the SA marker gene PR1,
and the ethylene jasmonate (ET/JA) marker gene PDF1.2. The up-regulation of the SA marker PR1
was strongly reduced in irt1-1 mutant plants while the up-regulation of the ET/JA marker PDF1.2 was
not altered. These results strengthen the key role of SA in the crosstalk between iron homeostasis
and defense in Arabidopsis (Dellagi et al., 2009). We investigated the effect of irt1-1 mutation in the
expression of iron homeostasis genes following DFO treatment. The expression of AtFER1 is rapidly
repressed (7 h p.i.) then up-regulated in DFO-treated Ws leaves (24 h p.i.), however, this up-
regulation is completely abolished in irt1-1 mutant plants. The expression of FRO2 is constitutively
high in irt1-1 suggesting that this mutant is constantly sensing iron deficiency and that DFO
treatment does not modify the expression of FROZ2. Interestingly, the iron deficiency responsive
transcription factor gene bHLH100 is up-regulated to similar levels in Ws and irt1-1 mutant leaves 7 h
p.i. Taken together, these data indicate that a functional /RT1 gene is required for the activation of
immunity responses and the fine tuning of iron homeostasis gene expression in response to

siderophores.

Role of IRT1 in the plant defense against Dickeya dadantii

The above data suggest that IRT1 through its metal transport activity could be involved in the
modulation of defense responses and iron homeostasis in Arabidopsis. This prompted us to test the
susceptibility of the corresponding mutant to a plant pathogen for which iron is an important factor
controlling the infection process, the enterobacterium Dickeya dadantii 3937 (Dellagi et al., 2005;
Segond et al., 2009). Leaves of 5 week old plants grown on soil were inoculated with a bacterial
suspension of 10’ CFU/mL. Fig. 10 shows that the severity of symptoms is increased in irt1-1 mutant
plants compared to the wild type. These data indicate that /RT1 is involved in the basal resistance to

the necrotrophic pathogen D. dadantii.

Discussion

In this work, we investigated the plant response to siderophores. Siderophores were infiltrated in
leaves and the plant response was analyzed in leaves and roots using microarrays. Because
siderophores specifically bind iron, we expected iron homeostasis to be the most important process
to be modulated. To our surprise, our data show that plant immunity is the most important
physiological process activated by DFO in the treated leaves. In roots, the major process being

activated is heavy metal homeostasis. We showed that owing to their strong iron scavenging
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Figure 11. Model showing the responses of Arabidopsis to strong iron scavengers.

(A) Early events : Iron scavengers (EDDHA or siderophore) chelate iron in the surrounding tissue of the
leaf and trigger an iron deficiency signal. This iron deficiency signal will be relayed by a signaling cascade
which potentially involves dephospharylations and leads to the up-regulation of bHLH100 and bHLH101 in
leaves and of IRT1 and FROZ2 in roots.

(B) Late events: Activation of IRT1 expression results in the uptake of iron and zinc at the root level
incicated by the orange thick arrow. This metal uptake is likely to cause a cellular stress in the treated
leaves. The most important immunity and iron homeostasis markers are indicated. NPR1 is a protein
involved in the SA signal transduction pathway shown to be required for PR1 activation by siderophores
(Dellagi et al., 2009). Dotted arrows indicate that the activation is not direct. Genes up-regulated are
surrounded by a colored box. Green and orange hoxes refer to events occurring in leaves and roots
respectively.
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capacity, the siderophores modify iron distribution in leaf tissues and provoke metal homeostasis
perturbations which are likely to trigger typical immune responses. Our data show that the root
metal transporter IRT1 plays an important role in the establishment of the plant response to the
siderophores and in basal resistance to D. dadantii, indicating that heavy metal traffic and immunity

are highly interconnected.

Siderophores cause local and systemic disturbance of plant iron homeostasis

Several lines of evidence indicate a disturbance in iron homeostasis in the leaves and the roots
following siderophore treatment: differential transcription of iron deficiency related genes and
transient accumulation of iron and zinc in roots following DFO treatment. These data suggest that
the siderophore triggers a local signal of iron deficiency at the site of inoculation which is associated
with the up-regulation of metal transporters at the root level. The well characterized FIT, a gene
coding a bHLH transcription factor which regulates the expression of major genes involved in the iron
deficiency response like IRT1 and FRO2 (Colangelo and Guerinot, 2004; Jakoby et al., 2004), was not
found amongst the up-regulated genes. Furthermore, gPCR experiments failed to detect any
accumulation of FIT transcript neither in leaves nor in roots (data not shown). The genes coding for
the transcription factors bHLH100 and bHLH101 are strongly up-regulated in DFO-treated leaves.
Using the tool SIGNATURE of Genvestigator, we found that data set of genes differentially expressed
between Col0 and the double mutant bhlh100 bhlh101 are very similar to the DFO transcriptome
gene data set (Fig. S2). These two transcription factors have been recently shown to be involved in
plant adaptation to iron deficiency probably by the fine tuning of the iron deficiency response
signaling independent of FIT (Sivitz et al., 2012). In the light of these data, it would be worth testing
the involvement of FIT, bHLH100 and bHLH101 in the siderophore response and in plant resistance to

pathogens.

In an attempt to tackle the question of possible modifications in iron distribution, we quantified
metals in DFO treated leaves. No changes were detected in comparison with controls. Interestingly,
AtFER1 gene down-regulation followed by an up-regulation after siderophore treatment is an
indication that iron deficiency followed by iron excess is likely to occur in the treated tissue (Gaymard
et al., 1996; Briat et al., 2010). Histological analysis of iron distribution allowed us to observe some
modifications in iron localization following CB and DFO treatment. A reduction in the number of iron
spots in plasts was observed 5 h p.i. which. These spots are likely to correspond to ferritin proteins,
which is in agreement with an early down regulation of AtFER1 in response to siderophores (Fig. 2).
Increase in iron staining in some sections of the cell walls of siderophore treated tissues suggests
accumulation of iron in cell walls. Investigation of the mechanism underlying this process deserves

further attention.
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In roots, an accumulation of iron, and zinc could be observed after leaf treatment with DFO. The
timing of this accumulation (7 h p.i. to 10 h p.i.) is consistent with the timing of IRT1 up-regulation
(between 7 h p.i. and 24 h p.i.). Together, our results show that siderophores provoke modifications

of metal distribution in the plant.

We have observed a drastic effect of the protein phosphatase inhibitor okadaic acid on the
expression of iron deficiency responsive genes in leaves (bHLH100, bHLH101) and in roots (/RT1,
FROZ2) triggered by DFO. These data suggest that protein phosphatases likely to be localized in leaves
could be involved in the activation of this response. Very few data are available concerning the role
of phosphorylation/dephosphorylation in the signal transduction cascade activated upon iron
deficiency. A recent study identified 45 differentially phosphorylated proteins in Arabidopsis roots of
iron starved plants (Lan et al., 2012). In some cases, iron deficiency increased phosphorylated forms
of proteins, whereas in other cases desphosphorylated forms were accumulated, indicating the
involvement of both phosphatases and kinases. Interestingly, iron-induced AtFER1 mRNA abundance
in response to excess iron is decreased by okadaic acid (Arnaud et al., 2006). All these data point to
the need to characterize dedicated kinases and phosphatases involved in the iron deficiency

response.

Siderophores trigger an immunity program

Using a transcriptome approach, we found that biotic stress is the major process triggered by the
siderophore DFO. We observed the activation of immunity markers by several siderophores and by
the synthetic iron chelator EDDHA, while no effect was observed in response to the ferri-siderophore
complexes (Fig S3, (Dellagi et al., 2005; Dellagi et al., 2009). These results indicate that strong iron

scavenging per se is a mechanism of immunity elicitation.

To validate the biological relevance of the transcriptome data, we performed a set of experiments to
analyze typical immune responses known in Arabidopsis. Thus, we have shown that the SA and JA
defense hormones accumulate in the leaves of treated plants. This was consistent with the recent
report indicating that CB causes accumulation of SA in Arabidopsis leaves (Dellagi et al., 2009). No
accumulation of these hormones was detected in roots suggesting that there is no regulatory effect
of these hormones towards the differentially regulated root genes (Fig. S4). The accumulation of
callose is a very powerful indicator of the immunity status of the plants because it has been shown
that callose deposition is correlated with the plant’s susceptibility or resistance and can be
suppressed by microbial effectors (Luna et al., 2011). We found that siderophores of different
structures, i.e. hydroxamates (DFO, ferrichrome) and catechol (CB), trigger callose deposition in the

leaves. The pattern of callose deposition was specifically located along veins. Metals have been
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Figure S2: Most similar experiments to DFO transcriptome. The 100 most up-regulated genes and 100 most
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described as activators of callose deposition in diverse plant tissues (Chang et al., 1999; Kartusch,
2003; Pirselova and Matusikova, 2013). In particular, non-toxic levels of cadmium were shown to
cause accumulation of callose in leaf vascular systems, a process reminiscent of what we observe in
our system (Ueki and Citovsky, 2002, 2005). Interestingly, heavy metals could provoke oxidative
damage leading to callose deposition (Chang et al., 1999). Thus, it is likely that metal distribution

perturbations cause ROS accumulation.

Accumulation of ROS is a hallmark of plant stress response (Torres, 2010). ROS accumulation in DFO
treated leaves is in agreement with the differential expression of a number of genes devoted to the
management of oxidative damage in response to DFO (Table S4). Reactive oxygen species
accumulation was observed in tobacco cell cultures treated with the siderophore pseudobactine
produced by beneficial P. fluorescens WCS374 (van Loon et al., 2008). However, these data seem
contradictory with the overwhelming evidence that DFO is a widely used antioxidant for therapy of
different pathologies including iron overload, Alzheimer disease and cancer (Nunez et al., 2012). Our
interpretation of these apparent conflicting data is that pro-oxidant and antioxidant effects may
occur depending on the concentrations used and the physiological conditions prevailing during the
experimental time. It is likely that the early effect is antioxidant since iron scavenging has an anti-
Fenton action (Jomova and Valko, 2011). But then, chelation can generate a local lack of available
iron triggering a transient modification of the metal distribution as observed by Perl’s-DAB-H,0,

staining, which eventually can result in ROS formation.

Finally, the observations described above are consistent with the virulence suppression assay.
Indeed, our data show that in DFO-treated leaves 24 h before infection with the virulent pathogen
Pst DC3000, bacterial populations are reduced compared to control. Interestingly, another report on
defense activation by siderophores in leaves shows that infiltration of Eucalyptus urophylla leaves
with the purified siderophore pseudobactine conferred protection against the bacterial wilt agent
Ralstonia solanacearum (Ran et al., 2005). Thus siderophores can be considered as having potentially
two opposite functions during infection processes being both pathogenesis effectors involved in
plant invasion, and defense elicitors. This dual property is also found in some protein effectors

secreted by bacterial and fungal pathogens (Bent and Mackey, 2007)

Activation of immunity by iron chelation was described in animal cells where DFO was used as
chelating agent. Indeed, a large scale transcriptome analysis of DFO treated intestinal epithelial cells
indicated that several genes involved in inflammatory signaling were activated at the transcriptional
level (Choi et al., 2004). Incubation of human intestinal epithelial HT-29 cells with DFO increased the

expression of IL-8 mMRNA, as well as the release of IL-8 protein (Choi et al., 2004; Choi et al., 2007).
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The chemokine CCL20 involved in the pro-inflammatory responses as well as the adaptive response
accumulates in epithelial intestinal cells in response to DFO indicating that siderophore can also
trigger adaptive immune responses (Lee et al., 2005). In these reports, the activation of immune
responses are reversed by the use of ferri-siderophore indicating that the immune-stimulating effect
of DFO is related to its iron chelating capacity. The accumulation of IL-8 in HT-29 epithelial intestinal
cells via DFO requires the activity of the protein kinase C, the MAP kinases ERK1/2 and p38 (Choi et
al., 2007; Choi et al., 2007). Thus, DFO can display an immunostimulating activity in animal cells, via
activation of phosphorylation cascades. Interestingly, these effects caused by DFO on animal cells
reveal some similarities to those observed in our plant system since in both models typical immune

responses and phosphorylation cascades are triggered.

A model for the mechanism of immunity activation by siderophores

We provide physiological and genetic evidence that metal homeostasis and defense are linked. We
show that iron sequestration by siderophores or synthetic chelators is a novel mechanism triggering
typical immune responses in plants. Siderophores are produced by virtually all organisms. Thus, they
can play important roles during plant-microbe interactions either pathogenic or saprophytic. Neema
et al. (1993) reported that in Saintpaulia leaves infected with D. dadantii, as much as 100 uM CB
siderophore can be detected, thus 100 uM is compatible with physiological conditions. Our
experiments were performed with a siderophore concentration (1 mM) ten times higher than
physiological concentrations potentially produced by a pathogenic bacterium. A simple calculation
considering that leaves contain 100 pg Fe/g DW allowed us to find that infiltration of 1 mM
siderophore consisted of a ratio Fe:siderophore of about 1:10, while 100 uM consists of a 1:1 ratio.
We triggered plants with DFO at 10 uM, 100 uM and 1 mM and we monitored callose deposition and
the expression of the immunity marker gene WRKY46. Our data indicate that immunity markers
(callose and WRKY46) are activated both at 100 uM and at 1 mM but the intensity of the response
was higher at 1mM (Fig. S8). Under these conditions, we could detect /IRT1 up-regulation only at
1mM. Collectively, these data allowed us to consider that our results were obtained with a
siderophore concentration that mimics physiological conditions but with higher amplitude. Cellular

integrity was unaffected by 1mM siderophore (Fig. 7).

Our results point to /RT1 as a pivotal element required for the full activation of defense gene markers
as well as for callose deposition in response to DFO, and for basal resistance to the pathogenic
bacterium D. dadantii. The question that remains to be answered is: how does the IRT1 protein

contribute to the activation of immunity?

143



= 4 £ 0.016
a3 £ 0012 7
E [+
5 2 2 0.008 -
= :] E 0004
7 24 7 24 5 0000
h p.i. - 724 7 24 o
p.i.
H20 ‘ DFO ‘ H20 ‘ DFO ‘

Figure S4: Deferrioxamine does not trigger accumulation of JA nor SA in roots. Leaves of Col-0
hydroponically grown plants were infiltrated with distilled water (H,O) or with 1 mM DFO. Roots were
harvested at 7 h p.i. and 24 h p.i. and total SA was quantified. JA amounts were expressed relatively
to the standard (see materials and methods) . Bars=SE. No statistical differences were observed
between control and DFO treatments (Krustal Wallis).

H,O Ferrichrome

Figure S$5: Chrysobactin and ferrichrome trigger callose deposition. Leaves of
hydroponically-grown Col-0 plants were infiltrated with 1 mM CB (A) or 1imM ferrichrome (B).
Representative pictures of callose depositions detected with aniline blue staining in leaves 8 h after
the indicated treatments are shown. Bar= 200 pm.
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We have previously shown that plants starved for iron are unable to activate the SA pathway nor to
up-regulate AtFER1 gene in response to siderophore (Dellagi et al., 2009). In addition, Kieu et al.
(2012) reported that in iron starved plants, callose deposition and ROS production was compromised
in response to the bacterium D. dadantii. These data point to iron as a major actor in immunity

activation in Arabidopsis.

When grown in iron replete medium like in our conditions, the irt1-1 mutant has no defect in iron
concentration, as it was reported by Barberon et al. (2011) (Fig. S7). Thus, defect in iron uptake
rather than in iron concentration is likely to compromise immune responses in the irt1-1 mutant. As
a consequence, we can conclude that active iron uptake via IRT1 plays a pivotal role in defense

response activation upon siderophore treatment.

Concentrations of Mn and Zn are reduced in irt1-1 mutant leaves (Fig. S6). This is consistent with the
fact that IRT1 transports Mn and Zn (Korshunova et al., 1999; Vert et al., 2002). These results suggest
that these metals could also be involved in immunity in Arabidopsis. Alternatively, reduced immunity

of jrt1-1 mutant plants could be due to inappropriate iron localization in leaf tissue.

Conclusion

In our model Fig.11, we propose that local perturbation of iron distribution would be due to the
chelation of iron by the siderophore thus generating a limited and localized stress response. This
stress response would be amplified by metal efflux resulting from an IRT1 dependent uptake. These
perturbations of metal homeostasis can cause ROS production, SA and callose accumulation as well

as defense gene activation.

Enhanced sensitivity of the irt1-1 mutant to D. dadantii could be due to reduced defenses and is in
agreement with our previous results which showed an increased susceptibility in atnramp3-
atnramp4 double mutants correlated with reduced ROS and ferritin accumulation (Segond et al.,

2009) .

Our work shows that iron scavenging is a new mechanism of immunity activation in plants. It
highlights the strong relationship between heavy metal homeostasis and immunity. Further
investigation of the signaling network triggered by siderophores will shed light on the mechanistic

link between these two processes.
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Figure S$6: Virulence suppression activity of DFO in Arabidopsis requires SiD2.

(A) Col-0 or sid2? leaves were infiltrated with 1mM DFO or distilled water as control, followed by
inoculation with the pathogen P. syringae pv. fomato DC3000 24h later. Average bacterial counts per
area (+SE) are shown at indicated times after bacterial inoculation. Bars=SE. "P<0.05 (Mann and
Whitney}. (B) Pst DC3000 bacteria were incubated in liquid LB or M9 medium for 24 h with or without 1
mi DFO. Mean optical density at 600 nm of 3 biological replicates (XSE) is shown.
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Figure S7: Metal concentration in leaves of Ws and irf7-1 mutant plants. L eaves of five week old
hydroponically grown plants were harvested. Metal concentration was detemined by inductively coupled

plasma-atomic emission spectrometry (ICP-AES). Bars=SE. ** P<0.01 (Mann and Whitney). DW: dry
weight.
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Materials and Methods

Plant material and growth conditions

A. thaliana seeds from the Col-0 and WSs accessions were obtained from the INRA Versailles
collection. The irt1-1 mutant (Vert et al., 2002) was kindly donated by C. Curie and the sid2 mutant
was kindly provided by JP. Métraux (Wildermuth et al., 2002). Hydroponic cultures were conducted
as described before (Dellagi et al., 2009). For pathogenicity tests on Ws and irt1-1 mutant, plants

were grown on soil as described before (Fagard et al., 2007).

Chemical preparations for plant treatment

Chrysobactin (CB) synthesis was adapted to the procedure described previously (Lu et al., 1996).
Deferrioxamine (deferrioxamine mesylate salt), ferrichrome, ethylenediamine-N,N’-bis(2-hydroxy-
phenylacetic acid) (EDDHA) and okadaic acid were purchased from Sigma-Aldrich. Iron chelators
were used at a concentration of 1 mM (unless otherwise specified) in distilled water except for
EDDHA which was dissolved in 5 mM NaOH. The peptide Flg22 was kindly provided by H. Hirt and
used at 100 nM. Okadaic acid was used at 1uM. Leaf treatment was performed by infiltration of the
solutions in the intercellular leaf space using a syringe without a needle. The volume infiltrated was
estimated to be about 50-100 pL. On each plant, three to four leaves were inoculated; six plants
were used in each experiment. Half a leaf was infiltrated for callose and H,0, staining. Only treated
leaves were analyzed in this work. Experiments were performed twice to three times with similar

results (as indicated in the figure legend). Representative data are shown.

Virulence suppression assays

Plant protection experiments were performed as follows. Leaves were treated with DFO (1 mM) or
water as a control. Twenty four hours later, the same leaves were infiltrated using a syringe, without
a needle, containing a Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 bacterial suspension at a
concentration of 5 x 10’ CFU ml™ in sterile water. In planta bacterial populations were monitored at
indicated time points after bacterial inoculation by tissue grinding followed by serial dilutions plated

on King B medium with 60 pg/mL Rifampicin (King et al., 1954).
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Figure S8: Dosetesponse effects of DFO in callose deposition and gene expression in Arabidopsis. (A) Leaves
of 5 week old hydroponically grown plants were infiltrated with indicated treatments. For each treatment, photographs of
callose depositions in 6 different leaves detected with aniline blue staining 8 h p.i. are shown. Bar = 200um. (B) Leaves
of hydroponically grown plants were infiltrated with indicated treatments. Leaves and roots were harvested at indicated
times after treatment. The expression of indicated genes was monitored by gqRT-PCR from leaves (WRKY46) or roots
(IRT1). Gene expression was nommalized against synthetic constitutive gene transcript levels (ACT, EFfa).
Experiments were performed three times with similar results. Representative data are shown. Bars: SD of the
nomalized ratio.
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RNA extraction, RT-PCR and RT-qPCR

Leaves were harvested at indicated time points after treatment then frozen in liquid nitrogen. RT-
QPCR were performed as described previously (Kieu et al., 2012). Expression levels were normalized
against the constitutive genes actin and adenine-phosphoribosyl transferase-1 and provided similar

results. Data with actin are represented. Primer sequences are available in Table S5.

Monitoring salicylic acid and jasmonic acid amounts

Freeze-dried samples were homogenized in powder and weighed (50 mg for leaves and 20 mg for
roots) and extracted with 3 mL of acetone/water/acetic acid (80/19/1 v:v:v) containing 20ng stable
isotope labelled internal standards : [4-*H] salicylic acid (OlchemIm, Olomouc, Czech Republic) and [5-
?H] jasmonic acid (CDN Isotopes CIL Cluzeau) Sainte Foy la Grande France. The extract was vigorously
shaken 30 s, sonicated 1 min at 25 Hz, shaken 10 min at room temperature and then centrifuged. The
supernatants were collected, and the pellets were extracted with 1 mL of the same extraction
solution. Following centrifugation, the two supernatants were pooled and dried. The dry extract was
dissolved in 140 pL of acetonitrile/water (50/50; v/v), filtered, and submitted to analysis by HPLC-
electrospray-MSMS (HPLC-ESI-MS/MS). The compounds were separated on an HPLC (Alliance;
Waters, Milford, MA, USA) equipped with a reverse-phase column (Uptisphere C18 HDO, 150*2.1
mm, Interchim, Montlucon, France) using a flow rate of 0.15 mL.min-1 with a binary gradient: (A)
acetic acid 0.1% (v/v) and (B) acetonitrile. The solvent gradient was programmed as follows: 0-5 min
20% A, 5-15 min 50% A, 15-30 min 100% B, 30-42 min 20%. The analyses were performed on a
Waters Quattro LC triple quadripole mass spectrometer (Waters) operating in a Multiple Reaction
Monitoring (MRM) scanning mode. The transition used for MRM quantification of the different
hormones in negative mode are shown in Table S6. The amount of JA was expressed as a ratio of

peak areas (209>62 / 214>62) per dry weight, due to impurities contained in the D5-JA standard.

Microarray experiments

Microarray analysis was performed using the CATMA database version 5 arrays containing 34648
probes corresponding to 26,173 annotated genes from Arabidopsis (Sclep et al., 2007) plus 1259
probes corresponding to 521 microRNA genes or SiRNA genes (Jay et al., 2010), information available

at http://urgv.evry.inra.fr/projects/FLAGdb++/HTML/index.shtml. A regular protocol based on

technical repeats of two independent biological replicates produced from pooled material from six
independent plants for each point, was adopted in this study. For each biological repeat and each
point, RNA samples were extracted from leaves or roots at indicated post-infiltration times. For each
comparison, one technical replication with fluorochrome reversal was performed for each biological

replicate (i.e. four hybridizations per comparison). The labeling of complementary RNAs with Cy3-
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dUTP or Cy5-dUTP (Perkin-EImer-NEN Life Science Products), the hybridization to the slides and the

scanning were performed as described previously (Lurin et al., 2004).

Data deposition

Microarray data from this article were deposited at Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), accession no. GSE18976 and at CATdb
(http://urgv.evry.inra.fr/CATdb/; Project: AU08-04_DFO) according to the “Minimum Information
about a Microarray Experiment” standards. Additional information about statistical data analysis is

available in Supplementary methods 1.

Hydrogen peroxide detection and callose deposition monitoring

Hydrogen peroxide staining and callose deposition monitoring and quantifications were performed

as described previously (Kieu et al., 2012).

Symptoms scoring

Pathogenicity of the enterobacterium D. dadantii 3937 was assayed on 5 week old soil grown
seedlings and symptom scoring was performed as described previously (Fagard et al., 2007). Based
on the therein described disease scoring index, mean scores were calculated at each date.

Experiments were realized three times with similar results.

Metal concentrations analysis

Roots were desorbed for 10 min in ice cold buffer containing 5 mM CaCl, and 1 mM MES pH 5.7 and
then briefly rinsed with ultrapure water. The dry weight (DW) of the samples was measured after
drying at 60°C for 3 d. The dried samples were digested in 2 mL of 70 % nitric acid in a DigiBlock ED36
(LabTech, Italy) at 80°C for 1 hr, then 100°C for 1 hr and 120°C for 2 hr. After dilution in trace-metal-
free water, the metal concentration of the samples was determined by atomic absorption

spectrometry using an AA240FS flame spectrometer (Agilent, USA).

Perls’ DAB staining of tissues

Samples were fixed for 3 h in a solution consisting of 4% paraformaldehyde, 1% glutaraldehyde in
0.05 M piperazine-N, N’-bis (2-ethanesulfonic acid), (PIPES) buffer, pH 7.3, under intermittent
vacuum. They were washed four times in the same buffer and were dehydrated in a graded ethanol
series before embedding in a LR White resin (The London Resin Co., Hampshire, U.K.). For LM,
transverse semi-thin (0.5 pm) sections were cut with a diamond knife (Diatome histo, Bienne,

Switzerland). Perls’ DAB-H,0, staining was performed on these sections as described in Roschzttardtz
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(2010). They were then observed with a Zeiss Axiophot light microscope (Zeiss, Oberkochen,

Germany).

Supplementary methods 1: Statistical Analysis of Microarray Data

Experiments were designed together with the statistics group of the Unité de Recherche en Génomique
Végétale. The methods are  available in the R package  Anapuce; (http://cran.r-
project.org/web/packages/anapuce/index.html). The normalization and statistical analysis were based on two
dye swaps (i.e. four arrays) per comparison (Gagnot et al., 2008). First, one normalization without background
substraction per array is performed to remove systematic biases. Then, a global intensity independent
normalization is performed using the lowess procedures (Yang and Thorne, 2003) to correct the dye bias.
Finally, for each block, the log-ratio median calculated over the values for the entire block is subtracted from
each individual log ratio value to correct effects on each block, as well as print-tip, washing and/or drying
effects. To determine differentially expressed genes from a dye-swap, a paired t-test is performed on the log2
ratios, with a common variance for all the genes (H homoscedasticity), leading to a robust estimation of the
variance and a high power of the test. Spots with an extreme variance or genes for which only one observation
is available are excluded. Then, the raw P-values are adjusted by the Bonferroni method, which controls the
Family Wise Error Rate (Ge et al., 2003). Genes with a Bonferroni P-value < 0.05 were considered differentially

expressed, as described in (Gagnot et al., 2008).

Gagnot S, Tamby J-P, Martin-Magniette M-L, Bitton F, Taconnat L, Balzergue S, Aubourg S, Renou J-
P, Lecharny A, Brunaud V. 2008. CATdb: a public access to Arabidopsis transcriptome data from the
URGV-CATMA platform. Nucleic Acids Research 36: D986-D990.

Ge YC, Dudoit S, Speed TP. 2003. Resampling-based multiple testing for microarray data analysis.
Test 12(1): 1-77.

Yang YH and Thorne N. 2003. Normalization for two—color cDNA microarray data. In IMS lecture

notes—monograph series. DR Goldstein. Sci. Stat. 40, 403-418.
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CHAPITRE IIl : MPK11: UN GENE IMPLIQUE DANS LES REPONSES AU
STRESS BIOTIQUE ET A LA CARENCE EN FER

Préambule

Afin d'identifier des génes potentiellement impliqués dans la mise en place des processus
physiologiques en réponse au traitement sidérophore, nous avons analysé les génes

différentiellement exprimé en réponse a DFO.

Parmi ces génes, nous nous sommes particulierement intéressés a ceux dont I'expression était
induite uniquement a 7h p.i. et qui codent une fonction de signalisation. Dans cette catégorie de
génes candidats, a l'aide des bases de donnéees publiques nous avons sélectionné ceux dont

I'expression est induite en réponse au stress biotique et en réponse a la carence en fer.

Parmis les genes surexprimés en reponsé a DFO, beaucoupe de genes codaient des fonctions de
signalisation. L'expression de huit genes codant des MAPK est induite a 7h p.i. uniquement. Nous
avons donc pensé que les MAPK jouent un rolr dans la signalisation précoce. Dans les huit génes
MAPK, seul le gene MPK11 est peu étudié et est transcriptionnellement activé suite a un stress

biotique et en réponse a la carence en fer.

Le gene MPK11, qui code la protéine MPK11, a été retenu comme géne candiat et les phénotypes du
mutant mpkl11 en réponse au sidérophore et a la carence en fer ont été analysés. Une stratégie de
complémentation du mutant mpk11 a été entreprise en collaboration avec Jean Colcombet (URGYV,

Evry).
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Tableau 1: Les 100 analyses transcriptomiques dans lesquelles le géne MPK11 est le plus exprimé par la condition

testée.

L outil Pertubation de la base de données Genevestigator a été utilisé pour établir la liste des 100 expériences dans
lesquelles 'expression du géne MPK11 est la plus fortement induite, entre la condition testée et la condition contrdle.
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Introduction

Les protéines Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) ont été identifiées chez tous les organismes
eucaryotes étudiés (Meng and Zhang, 2013). Les MAPK sont des protéines de signalisation
conservées, organisées en modules conduisant a une cascade de phosphorylation, qui sont
particulierement développés chez les plantes. Les MAPK assurent la transduction, I'intégration et
I"amplification de signaux extérieurs aboutissant a I’activation des réponses de la cellule au stimulus
considéré. Parmi ces signaux, on trouve des signaux de stress biotique, comme l'infection par des
microorganismes pathogenes ou des blessures résultant de I'action d’herbivores, mais également des
signaux de stress abiotiques comme le froid, la sécheresse ou encore le stress mécanique (Sinha et

al., 2011; Meng and Zhang, 2013).

Le module MAPK minimal est constitué d’au moins 3 protéines MAP kinases qui sont une protéine
MAP kinase kinase kinase (MAP3K), une protéine MAP kinase kinase (MAP2K) puis une protéine MAP
kinase (MAPK). Un niveau de régulation supérieur du module peut s’ajouter en raison de la présence
de protéines MAP kinase kinase kinase kinase (MAP4K). Chaque protéine MAP Kinase est
responsable de la phosphorylation de la MAP kinase d’ordre inférieur qui lui succéde directement
(Colcombet and Hirt, 2008). Les MAP3K sont des protéines de type sérine/thréonine (S/T) kinases qui
phosphorylent les acides aminés du motif S/T-X5-5-S/T de la boucle d’activation de la MAP2K du
module. Les MAPK, qui sont des S/T kinases, sont activées via deux phosphorylations sur le motif T-X-
Y de la boucle d’activation, et ce par les protéines MAP2K. Une fois activées, les MAPK assurent la
phosphorylation d’un grand nombre de cibles, comprenant notamment d’autres protéines kinases ou
des facteurs de transcription. Dans le génome d’A. thaliana, 80 génes codant des protéines MAP3K,
10 génes codant des protéines MAP2K et 20 génes codant des protéines MAPK ont été identifiés
(Colcombet and Hirt, 2008).

Les 80 protéines MAP3K sont réparties en 3 groupes principaux : le groupe des protéines MAPK/ERK
kinase kinase (MEKK) qui est fonctionnel in planta, et les groupes des protéines Raf-like et ZIK-like
dont la fonctionnalité n'a pas été démontrée chez des organismes végétaux (Colcombet and Hirt,
2008). Les MAP3K permettent également I'organisation du module de signalisation en assurant des
fonctions de protéine d'échafaudage. Les protéines MAPK et MAP2K forment une famille de kinases
hétérologues divisée en 4 groupes de A a D (Ichimura et al., 2002). Le gene MPK11 appartient au
groupe B, qui comporte également les génes codant les protéines MPK4, MPK5, MPK12 et MPK13

impliquées dans la division cellulaire et la réponse aux stress environnementaux (Figure 1).
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Figure .2: Les transcrits MPK11 sont accumulés en réponse a la chélation du fer et en réponse a I'infection par D.
dadantii.

A . Les feuilles de Col-0 sont infiltrées avec de I'eau, 1mM chrysobactine (CB) ou 1mM desferrioxamine (DFQ). Les
feuilles sont prélevées a 7h et 24h post-infiltration (p.i.). L'expression du géne MPK11 est évaluée par RT-qPCR a
partir des ADNc extraits des feuilles infiltrées. L'expression de MPKII est normalisée contre le niveau
d"expression d’un géne synthétique (ACT, EFla).

B. Les feuilles de Col-0 sont infiltrées avec 5SmM NaOH (contrdle) ou 1mM EDDHA. Les feuilles sont prélevées a 7h
et 24h post-infiltration (p.i.). Lexpression du géne MPK11 est évaluée par RT-PCR point final a partir des ADNc
extraits des feuilles infiltrées. Le géne EF1a est utilisé comme contrdle.

C. Les feuilles de Col-0 sont infiltrées avec 10mM MgSO, ou une suspension bactérienne de D. dadantii
{107cfu/ml). Les feuilles sont prélevées 3 7h et 24h post-infiltration {p.i.). L'expression du géne MPK11 est
évaluée par RT-qPCR a partir des ADNc extraits des feuilles infiltrées. L expression de MPK11 est normalisée
contre le niveau d’expression d’un géne synthétique (ACT, EF1a).

Le couple d’amorces ¢l est utilisé pour la détection de MPK11. Les expériences ont été réalisées trois fois avec des

résultats similaires; les données sont représentatives de I'ensemble des résultats. Pour chaque point, 6 plantes sont
utilisées et 3 feuilles par plantes sont infiltrées.
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En effet, comme son plus proche homologue MPK4, Kosetsu et al. ont montré que MPK11 participe a
la cytokinése (Kosetsu et al., 2010). Bien que le simple mutant mpk11 ne présente pas de phénotype
particulier en comparaison avec la plante sauvage Col-0, le phénotype de nanisme observé chez le
mutant mpk4 est trés fortement aggravé chez le double mutant mpk4 mpk11. De méme, bien que la
cytokinése ne semble pas étre affectée chez le mutant mpk11, les anomalies de divisions cellulaires
sont plus fréquentes chez le double mutant mpk4 mpk11 que chez le simple mutant mpk4 (Kosetsu

et al., 2010).

D'autre part, il a été montré que les traitements avec les MAMP flg22, elf18 et ch8 (un dérivé de la
chitine) provoquent une accumulation transitoire des transcrits MPK11 (Bethke et al., 2012; Eschen-
Lippold et al., 2012). En plus de l'activation transcriptionnelle, I'expression de la fusion
traductionnelle entre MPK11 et I'haemagglutinine (HA) dans des protoplastes a mis en évidence
I'induction de I'activité MAP kinase de la protéine MPK11 en réponse a flg22, elf18 et ch8 (Bethke et
al., 2012; Eschen-Lippold et al., 2012). En réponse au traitement flg22, le mutant mpk11 conserve un
niveau de SA équivalent a celui de Col-0, contrairement au mutant mpk4 dont I'accumulation de SA
est constitutive (Bethke et al., 2012). De méme, le phénotype d'arrét de croissance racinaire des
mutants mpk4 et mpk11 en réponse a flg22 est opposé. En comparaison avec les plantes sauvages,
alors que la croissance racinaire de mpk4 est favorisée en présence de flg22, la croissance racinaire
du mutant mpk11 est inhibée. Ces résultats indiquent que MPK11 est une protéine MAP kinase de
réponse aux MAMP. Malgré son role dans la réponse aux MAMP, le mutant mpk11 présente le méme
degré de sensibilité que la plante sauvage lors de l'infection par les agents pathogénes A.

brassicicola, B. cinerea, P. syringae pv. tomato DC3000 et P. maculicola (Bethke et al., 2012).

Dans la base de données Genevestigator, le profil d'expression du géne MPK11 est en accord avec
ces résultats. Dans le Tableau 1 sont représentées les 100 expériences d’analyses transcriptomiques
recensées par Genevestigator pour lesquelles I'expression du géne MPK11 est la plus induite par la
condition testée par rapport a la condition controle. De maniére intéressante, parmi ces expériences,
qui sont majoritairement des expériences relatives aux stress biotiques, apparalt une analyse
comparative des feuilles du double mutant bhlh100bhlh101, affecté dans la réponse a la carence en
fer, et de Col-0 en condition de carence ferrique. L’expression de MPK11 est activée dans le mutant
bhlh100bhlh101 carencé en fer par rapport au mutant non carencé.Sur la base de nos résultats
d’analyse transcriptomique de réponse a DFO, le gene MPK11 fait partie des genes dont I'expression
est induite précocement dans les feuilles (Aznar et al., 2014). Du fait que le géne MPK11 code une
protéine MAP kinase, impliquée dans la signalisation des MAMP, et que d’aprés des données

transcriptomiques ce géne est impliqué
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Figure 3: Site d'insertion de FADN-T chez le mutant mpk11.

A. Représentation schématique de la séquence du géne MPK11 (At1p01560) et de I'insertion ADN-T chez le mutant
mpkll. FADN-T est inséré dans le quatrieme exon. La localisation des couples d"amorces utilisées lors du
génotypage sont représentés (c1 et ¢c2).

B. Résultats d’amplification par PCR de la séquence sauvage du géne MPK11 (couplel) ou de l'insertion de 'ADN-T
dans la séquence du géne MPK11.

Adapté d"aprés http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/genes/view/AT1G01560
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dans la réponse aux stress biotiques et a la carence en fer, nous avons choisi d’étudier le réle

potentiel de MPK11 dans la signalisation déclenchée par les sidérophores.

Résulats

L’expression du gene MPK11 est induite en réponse au traitement sidérophore

L’analyse CATMA des feuilles et racines d’A. thaliana en réponse a un traitement 1mM DFO a révélé
qgue I'expression du gene MPK11 est activée par rapport au traitement control. En effet, la moyenne
des deux expériences dans les feuilles a 7h post-infiltration (p.i.) montre une expression
significativement augmentée de 3,22 fois plus dans la condition sidérophore en comparaison avec la
condition eau (p value= 4,77x10™'°). Dans les feuilles a 24h p.i. ou dans les racines & 7h et 24h p.i.,

MPK11 n'est pas différentiellement exprimé en réponse au traitement avec le sidérophore.

Afin de confirmer ces résultats, le niveau expression de MPK11 en réponse a DFO a été évalué par
quantifications des transcrits MPK11 par RT-qPCR. Cette expérience a été réalisée plusieurs fois et a
permis de confirmer une accumulation plus importante des transcrits MPK11 chez Col-0 7h p.i. de

1mM DFO, en comparaison avec une infiltration d’eau (Figure 2A).

Pour déterminer si I'laccumulation de transcrit MPK11 est liée aux propriétés de chélation du fer de la
DFO, le sidérophore chrysobactine (CB), et un chélateur synthétique du fer, I'acide éthylénediamine-
N,N’-bis(2-hydroxyphénylacétique) ou EDDHA, ont été infiltrés dans des feuilles de Col-0 (Figure 2B
et 2C).

Comme la DFO, la CB génere une augmentation des quantités de transcrits MPK11 dans les feuilles
de la plante, ce qui suggere une réponse de la plante a la chélation du fer par ces sidérophores et

non une reconnaissance spécifique de la structure de I'une ou I'autre des molécules.

En RT-PCR point final, et en comparaison avec l'infiltration contrdle, I'accumulation des transcrits
MPK11 est également observée en réponse a l'infiltration d'EDDHA. Ce résultat indique qu'une
molécule chélatrice du fer, qui n'est pas d'origine biologique, contrairement a un sidérophore, active

I'expression de MPK11.

Pris conjointement, ces résultats indiquent que la régulation de I'expression du géne MPK11 est

sensible au mouvement et/ou a la disponibilité du fer dans la cellule.
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Figure 4: Le role de MPK11 dans les réponses de carence en fer

Les feuilles de Col-0 sont infiltrées avec de I’eau, ImM chrysobactine (CB) ou 1mM desferrioxamine (DFOQ). Les racines
sont prélevées a 7h et 24h post-infiltration (p.i.). L'expression des génes IRT1 et FRO2 est évaluée par RT-gPCR a
partir des ADNc extraits des racines. L’expression des génes /RT1 et FRO2Z est normalisée contre le niveau
d’expression du géne ACT. Les expériences ont été réalisées deux fois avec des résultats similaires; les données sont
représentatives de 'ensemble des résultats. Pour chaque point, 6 plantes sont utilisées et 3 feuilles par plantes sont
infiltrées.
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L’expression du gene MPK11 est induite en réponse a l'infection par D. dadantii

Le gene MPK11 est identifié comme un géne de réponse aux MAMP (Bethke et al., 2012; Eschen-
Lippold et al., 2012). Afin de déterminer si MPK11 peut avoir un réle dans la réponse immunitaire de
la plante lors d'une infection par la bactérie D. dadantii, nous avons évalué son niveau d'expression
en mesurant le niveau de transcrits MPK11 dans le contexte infectieux (Figure 2C). Dans les feuilles

infectées, a 7h et 24h p.i., les transcrits MPK11 sont finement régulés.

La caractérisation du phénotype du mutant mpk11 d’A. thaliana
Afin de mieux comprendre par quel mécanisme MPK11 participe a la réponse d'A. thaliana a la
carence en fer et a l'infection par D. dadantii, nous avons travaillé dans un contexte génétique

dépourvu de I'expression de MPK11, un mutant d'insertion mpk11.

La lignée n°04935 de la banque de mutant du Salk Institute est la seule lignée disponible qui
comporte l'insertion d'un fragment d'ADN-T dans un exon de la séquence codante du gene MPK11
(Figure 3A). Un premier travail de sélection des mutants a été effectué afin d'obtenir des plantes

homozygotes pour l'insert d'ADN-T. Sur la

Figure 3B, un gel d'électrophorese montre le résultat de réactions d'amplification d'une séquence du
géne MPK11 avec les amorces du couple cl, ainsi que d'une séquence chevauchant |'extrémité de
I'insert d'ADN-T et le dernier exon de MPK11 avec les amorces du couple c2. Les résultats de la figure
3B confirment alors la présence de l'insertion d’ADN-T dans la séquence codante du géne MPK11

chez le mutant mpk11, ainsi que I'état homozygote de I'insertion.

Le géne MPK11 est impliqué dans la régulation de genes de réponse a la carence en fer

D'apreés les résultats des expériences d'infiltration de sidérophores et d'EDDHA, nous avons montré
que l'expression de MPK11 est induite au cours de la signalisation déclenchée par la chélation du fer.
De ce fait, nous nous sommes intéressés a |'expression des genes codant des protéines responsables
de l'acquisition du fer, FRO2 et IRT1, afin de déterminer si I'absence d'expression de MPK11

perturberait la signalisation induite par le sidérophore.

L'accumulation des transcrits de FRO2 et IRT1 a été évaluée par RT-qPCR sur des racines de plantes
dont les feuilles ont été infiltrées avec de I'eau ou DFO (Figure 4B). Les racines sont prélevées 7h et

24h p.i.. Chez la plante sauvage Col-0, on retrouve les résultats obtenus précédemment, c’est a dire
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Figure 5: Le mutant mpk11 n'est pas affecté dans I'accumulation de callose mais dans I’adaptation a la carence en
fer.

A. Observation des dépits de callose détectés par une coloration au bleu d'aniline dans des feuilles de Col-0 ou
mpkl11. La moitié d'une feuille est infiltrée avec de I'eau ou 1mM DFOQ. Les feuilles sont prélevées 24h post-
infiltration (p.i.) du traitement, puis colorées au bleu d’aniline et observées au microscope. L'expérience a été
réalisée deux fois; les données sont représentatives de 'ensemble des résultats. Pour chaque point, 6 plantes
sont utilisées et 3 feuilles par plantes sont infiltrées. Barre d"échelle: 200um.

B. Les longueurs des racines de plantules Col-0 et mpk11 cultivées sur milieu gélosé Hoagland avec 50uM Fe (+Fe)
ou sans ajout de fer (-Fe) sont mesurées pendant 11 jours. L"expérience a été réalisée trois fois; les données sont
représentatives de 'ensemble des résultats. Chaque valeur représente une moyenne d’au moins 25 individus. *:
test statistique de Kruskall & Wallis, P<0,01.
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que l'infiltration de CB ou DFO provoque une forte accumulation de transcrits FRO2 et IRT1 par
rapport au témoin. Chez le mutant mpk11, la tendance des résultats est la méme mais les niveaux
d'accumulation des transcrits IRT1 et FRO2 sont globalement plus importants que chez Col-O Ces
résultats indiquent que MPK11 réprimerait I'expression des génes FRO2 et IRT1, et donc serait

impliqué dans la régulation négative de la machinerie moléculaire d'acquisition du fer racinaire.

L'obtention de ces résultats nous a amenés a nous questionner sur le phénotype de mpkll en
condition de carence ferrique (Figure 5B). En effet, si MPK11 participe a la régulation négative de
I'acquisition du fer, en condition limitante de fer I'activation de I'expression de FRO2 et IRT1 pourrait
permettre au mutant mpk11 une meilleure adaptation. Pour répondre a cette question, nous avons
observé pendant 11 jours les phénotypes de plantules Col-0 et mpkl11 sur des milieux de culture
gélosés Hoagland en apportant 50uM de fer, la condition optimale d'apport en fer (+Fe), ou sans
ajout de fer dans le milieu (-Fe). En milieu contrdle +Fe, il n'y a pas de distinction morphologique
entre les deux génotypes au cours de la cinétique. En condition de carence ferrique, la croissance de
Col-0 est affectée notamment au niveau des racines. En effet en condition -Fe, la croissance racinaire
s'arréte plus tot que sur 50uM Fe. En conclusion, la croissance racinaire du mutant mpkl1 est
perturbée lorsque le fer est en condition limitante dans le milieu de culture. Ces résultats suggerent

gue le géne MPK11 est nécessaire a I'adaptation des plantes a la carence en fer.

Les résultats d'expression de FRO2 et IRT1 en réponse aux sidérophores chez le mutant mpk11 et son
phénotype de croissance racinaire en condition de carence ferrique nous suggerent que le gene
MPK11 participe a la régulation de |'adaptation de la plante a I'accessibilité du fer. Au vue des
résultats, ce contréle qui est probablement indirect en considérant I'expression de MPK11 dans les
feuilles et d’IRT1 et FRO2 dans les racines, pourrait se faire a différents niveaux de régulation et/ou

selon le stade de développement de la plante.

L'expression de MPK11 n'est pas requise pour I'apparition de dépots de callose lors d'un
traitement sidérophore.

L'infiltration de sidérophore dans les feuilles d’arabidopsis induit une accumulation de callose dont
les dépots sont situés le long des nervures de la feuille. L’accumulation de callose dans les feuilles du
mutant mpkl11 a été étudiée afin de savoir si ce géne est requis pour l'intégrité de ce processus
défensif (Figure 5A). Dans les feuilles infiltrées avec DFO a 24h p.i., on détecte des dépdts de callose
dans les feuilles traitées alors que les feuilles traitées avec I'eau n'en présentent pas, ce qui confirme

les résultats précédemment obtenus. A 24h p.i. DFO dans les feuilles, on observe un patron
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Figure 6: La lignée complémentée MPK11-YFP

A

Représentation schématique de la séquence introduite dans le génotype mpkii. La localisation du couple
d’amorces utilisé lors du génotypage est représentée {c3). {Adapté d’aprés
htip://bioinformatics.psb.ugent.be/plazafgenes/fview/AT1G601560)

Résultats d’amplification par PCR de la séquence fusionnée entre la séquence codante de MPK11 et la séquence
codante de YFP.

C et D. Les feuilles de Col-0 sont infiltrées avec de I'eau ou 1mM desferrioxamine (DFQ). Les feuilles sont prélevées a

7h et 24h post-infiltration (p.i.). L'expression des génes MPK11 (C) et YFP (D) sont évaluées par RT-qPCR a partir
des ADNc extraits des feuilles infiltrées. L’expression des génes est normalisée contre le niveau d'expression d'un
gene synthétique (ACT, EFla). Les expériences ont été réalisées deux fois avec des résultats similaires; les
données sont représentatives de I"ensemble des résultats. Pour chaque point, 6 plantes sont utilisées et 3 feuilles
par plantes sont infiltrées.
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d’accumulation similaire chez les génotypes sauvage et mutant, suggérant que MPK11 n’est pas

impliqué dans le dép6t de callose en réponse au sidérophore.

Construction d'une lignée complémentée du mutant mpk11 exprimant le marqueur YFP.

Afin de s'assurer que les résultats décrits chez le mutant mpk11 résultent de I'absence d'expression
du gene MPK11, et compte tenu de la disponibilité d'un seul mutant d'insertion dans un exon du
géne, nous avons entrepris une complémentation de la lignée mutante mpk11 (collab. J. Colcombet,
URGV). Pour ce faire, la construction suivante a été introduite par Agro-infiltration dans le génotype
mpk11: la séquence nucléotidique depuis le STOP du gene précédent jusqu'avant le STOP de MPK11,
puis la séquence YFP et la séquence du STOP de MPK11 jusqu'a I'ATG du geéen suivant (Figure 6A).
Pour permettre la sélection de lignées homozygotes suite a I'agro-infiltration chez la lignée mpk11,
cette construction est associée a la résistance au glufosinate, un herbicide a large spectre aussi
connu sous le nom commercial Basta®. Si la construction est insérée dans le génome de mpk11, les
plantes sont résistantes a I'herbicide et I'étude de la ségrégation en descendance du phénotype de
résistance permet de sélectionner des lignées dans lesquelles I'événement d'insertion s'est produit
une seule fois. Sur la figure 6B, un gel d'électrophorése montre le résultat de réactions
d'amplification d'une séquence fusionnée de la séquence codante de MPK11 et de la séquence
codante de YFP.Afin de s’assurer de la transcription de la séquence MPK11-YFP insérée dans le
génotype mutant mpk11, des RT-qPCR ont été réalisées sur des plantes dont les feuilles sont
infiltrées avec de I'eau ou 1ImM DFO (Figure 6). Ainsi, les transcrits correspondant aux séquences
codantes du géne MPK11 (Figure 6C) et du géne codant la protéine YFP (figure 6D) sont détectés
dans la lignée complémentée. Chez mpk11, le transcrit MPK11 n’est pas détectable quelle que soit la
condition de culture. D’autre part, le transcrit correspondant a la séquence codante de la YFP est

présent uniqguement chez la lignée MPK11-YFP.

L'anticorps utilisé pour détecter directement la protéine MPK11 n’étant pas spécifique, la séquence
codant la protéine YFP a été insérée avant le codon STOP de la séquence génique de MPK11. Cette
fusion traductionnelle permet donc d’associer la protéine MPK11 a YFP. Ainsi des Western Blot ont
été réalisés en utilisant I'anticorps anti-GFP qui reconnait la YFPpour suivre I'accumulation de la
protéine MPK11 (Figure 7A). La protéine MPK11-YFP est attendue avec un poids moléculaire
d’environ 67kDa, identique a la protéine MPK4-YFP produite par la lignée MPK4-YFP, utilisée ici
comme témoin positif de I'expérience (Berriri et al., 2012). Les résultats de Western blot montrent
que I'anticorps anti-GFP permet la détection d’'une bande équivalente a une protéine de 67kDa pour

les lignées complémentées MPK11-YFP et MPK4-YFP, et non chez le mutant mpk11. Cette bande, qui
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Figure 7: La lignée complémentée exprime la protéine MPK11-YFP

A. Détection des protéines MPK11-YFP par Western blot par un anticorps anti-GFP {aGFP). Les feuilles des lignées
mpk11 (contrdle négatif), MPK11-YFP et MPK4A-YFP {contrdle positif) sont infiltrées avec de I'eau ou 1mM DFO.
Les feuilles sont prélevées a 7h et 24h post-infiltration (p.i.). La détection de la YFP est réalisée a partir d’extraits
protéiques issus des feuilles infiltrées. La quantité de protéine totale est évaluée par la coloration au Rouge
Ponceau de la membrane d’hybridation. L'expérience a été réalisée deux fois; les données sont représentatives
de I'ensemble des résultats. Pour chaque échantillon, 6 plantes sont utilisées et 3 feuilles par plantes sont
infiltrées. Méthode: Berriri et ai., 2010.

B. Observation par microscopie confocale de la localisation cellulaire de la protéine MPK11-YFP dans les feuilles de
plantules MPK11-YFP. Léchantillon est excité avec un laser émettant 8 514nm. La fluorescence émise par la
protéine YFP (vert) est observée dans les noyaux des cellules de garde. L'autofluorescence de la chlorophylle
{rouge) permet 'observation des chloroplastes des cellules de garde. L'expérience a été reéalisée deux fois; les
données sont représentatives de 'ensemble des résultats. 3 feuilles sont observées par expérience. Barre
d'échelle: 10um.
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correspond a la détection de la protéine MPK11-YFP, assure la présence de la protéine dans la lignée

complémentée.

L'expression de YFP permet de visualiser la localisation cellulaire de la protéine MPK11. Sur les
clichés de microscopie confocale (Figure 7B), la fluorescence de la protéine YFP est visualisée dans les

noyaux des cellules de garde de jeunes feuilles de plantules MPK11-YFP.

Conclusion
Suite aux résultats d’analyse transcriptomique en réponse a l'infiltration de DFO, nous avons choisi

d’étudier le réle de MPK11 dans la réponse d’A. thaliana aux sidérophores.

Pour ce faire, nous avons confirmé I'induction de I'expression du gene MPK11 lors de l'infiltration de
la DFO, mais également de la CB, un sidérophore de structure différente, et de 'EDDHA, un chélateur

synthétique de fer.

Afin de comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents au role de MPK11 en réponse a la
chélation du fer cellulaire, nous avons étudié les phénotypes du mutant mpk11 en réponse a la DFO.
Ainsi, nous avons mis en évidence que I'expression des genes FRO2 et IRT1, codant les protéines
assurant l'acquisition du fer racinaire, est perturbée chez le mutant en réponse a l'infiltration de
sidérophore. De plus, ce mutant présente un phénotype aggravé lorsqu’il est cultivé dans un milieu
limité en fer. Ces résultats nous suggérent que MPK11 est nécessaire a |'adaptation de la plante

lorsque la disponibilité en fer est limitée.

La construction d’une lignée complémentée stable du mutant mpk11, exprimant le géne MPK11
fusionné a la séquence codant de YFP (MPK11-YFP), a été réalisée. Dans cette lignée, I'expression du
géne MPK11 est rétablie, et la protéine est exprimée, notamment dans les noyaux des cellules de

garde.

Discussion

Grace a l'application des sidérophores, DFO et CB, et du chélateur de fer EDDHA, nous avons mis en
évidence que la chélation du fer dans les feuilles déclenche I'accumulation des transcrits MPK11.
Dans les trois conditions cette augmentation est observée a 7h p.i. puis est atténuée a 24h p.i.. Cette
valeur, obtenue par analyse RT-qPCR, est en accord avec la valeur d’expression de MPK11 obtenue

lors de I'analyse transcriptomique en réponse a 1ImM DFO dans les feuilles d’A. thaliana. En réponse
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a 1uM des MAMP flg22, efl18 et ch8, les transcrits de MPK11 sont trés fortement accumulés, et ce
dés 30 min apres le traitement (Bethke et al.,, 2012; Eschen-Lippold et al., 2012). Etant donné la
différence de concentration des traitements appliqués et de 'ampleur de la réponse, il est possible
gu’un mécanisme différent soit a I'origine de I'expression du gene MPK11 en réponse a un MAMP et

a l'origine de la réponse a la chélation du fer.

En plus de l'identification de MPK11 dans la signalisation en réponse aux MAMP, I'accumulation des
transcrits du gene est provoquée par les stress biotiques en général, comme en conséquence de
I'infection par différents types d’agents pathogenes (Tableau 1). Nous avons montré que I'expression
du gene MPK11 est induite lors de lI'infection par la bactérie pathogéne D. dadantii. D. dadantii
sécrete les sidérophores CB et achromobactine lors de lI'infection d’A. thaliana. Afin de savoir si
I’expression de MPK11 observée au cours de I'infection résulte de I'activation par les MAMP et/ou de
la chélation du fer par les sidérophores, il serait intéressant d’utiliser un mutant de biosynthése ou

d’acquisition des sidérophores de D. dadantii.

L’étude des phénotypes du mutant mpkl11 en réponse au sidérophore nous a permis d’identifier un
role de MPK11 dans I'adaptation de la plante a la carence en fer. En réponse a la chélation du fer
dans les feuilles de mpk11 par les sidérophores CB et DFO, on observe dans les racines de la plante
une augmentation coordonnée des transcrits des génes FRO2 et IRT1, des génes marqueurs de la
carence en fer. Ces résultats suggerent que MPK11 participe a la répression de la réponse de carence
en fer mise en place par la plante. Or, le phénotype morphologique des racines de mpk11 en milieu
carencé en fer suggere que I'expression de MPK11 est requise pour I'adaptation de la plante a la
carence en fer. Il est possible que MPK11 contribue différemment a la régulation du métabolisme de
la plante au manque de fer lors d’un stress ponctuel, tel qu’il se produit au cours d’une infiltration de
sidérophore, et lors d’une contrainte appliquée a plus long terme, telle que la croissance sur un

milieu sans fer.

Au cours de ce travail, dans les feuilles traitées avec la DFO, |'observation des dép6ts de callose et
d’accumulation du H,0, nous indique que I’élévation du niveau de défense liée a ces deux réponses

est sous le controle d’une signalisation indépendante de |'expression de MPK11.

Contrairement au mutant mpk4, qui présente un phénotype sévere de croissance, |'absence de
phénotype fort du mutant mpkll dans des conditions standard, suggéere que MPK11 n’est pas
indispensable a la croissance de la plante et que la perte fonctionnelle chez le mutant est

compensée, par MPK4 par exemple.
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Les résultats de ce travail tendent a montrer que MPK11 est impliqué dans la régulation du
métabolisme du fer, et est nécessaire la croissance de la plante lorsque le fer est limitant.
L'obtention d’une lignée complémentée du mutant mpkll nous assurera que les réponses au
sidérophore et le phénotype en carence en fer résultent du défaut d’expression du géne MPK11.
Effectivement, si MPK11 régule I'expression des génes FRO2 et IRT1 les différences observées entre
mpk11 et Col-0 ne devraient plus exister entre MPK11-YFP et Col-0. De méme, le niveau de
croissance racinaire de la lignée MPK11-YFP devrait étre similaire a Col-0 quel que soit la

concentration en fer du milieu de culture.

D’autre part, la régulation des MAPK est assurée majoritairement par phosphorylation et
déphosphorylation. L'augmentation quantitative des transcrits du géne et de la protéine n’est pas
nécessairement corrélée a une plus forte activité de la protéine. La fusion transcriptionnelle entre le
géne MPK11 et YFP nous permet I'obtention d’une protéine de fusion MPK11-YFP. En reconnaissant
spécifiquement cette protéine de fusion avec un anticorps dirigé contre la GFP, nous pourrons
déterminer si l'infiltration de sidérophore dans les feuilles provoque I'accumulation de la protéine
MPK11. De plus, nous pourrons réaliser des tests d’activité kinase de la protéine MPK11 afin de

savoir si la chélation du fer par les sidérophores provoque I'activation de la protéine.
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Méthodes :

Tableau des amorces

couples d'amorces séguence 5'> 3’ séquence 3'>5'
cl AGGAGCAAGTTACTCGGTTTTAAA TTGGATACTGTGGAAGCTGTCTTA
c2 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT CCTTGATGTTCTCTTCCGTCA
c3 AGGAGCAAGTTACTCGGTTTTAAA GATCTTGAAGTTCACCTTGACGC
MPK11-5 NNCTCGAGTAAACTATAAATGTTTGTACAGATGGTTITAC NNGGATCCAGGGTTAAACTTGACTGATTCACGATAT
MPK11-3 NNGGATCCTAAGATTCTTAGTGTGTGAGATTTTAAGAGAATC | NNGCGGCCGCTAGCCAATAAAATGAAAAATGTGAATCACATG

Construction de la lignée mpk11 exprimant MPK11-YFP

Une séquence de 2611 nucléotides en amont du codon STOP de MPK11 a été amplifiée avec le
couple d’amorces MPK11-5, par PCR (enzyme iProof, BioRad), afin de générer une séquence nommée
MPK11-5, contenant un site de restriction Xhol en 5’ et BamH1 en 3’. De fagon similaire, la séquence
de 986 nucléotides en aval du codon STOP a été amplifiée avec le couple d’'amorces MPK11-3 et
permet de générer une séquence nommée MPK11-3 contenant un site de restriction BamH1 en 5’ et
Notl en 3’. La séquence MPK11-5 a été clonée dans un plasmide pGEMTeasy contenant la séquence
codante de la YPF (Berriri et al., 2012). La séquence MPK11-3 a ensuite été sous-clonée dans ce
méme vecteur contenant MPK11-5. La séquence MPK11-5-YFP-MPK11-3 a ensuite été sous clonée
dans le plasmide pGREEN0229. Toutes les constructions ont été confirmées par séquencage. La
souche C58C1 d’Agrobacterium tumefaciens contenant le plasmide pSOUP a été transformée avec
PGREEN0229 (Hellens et al., 2000). Le mutant mpk11 a été transformé par « Floral Dip Methode »
(Clough and Bent, 1998). La descendance résistance au Basta ® a été sélectionnée et confirmée par

PCR.
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CHAPITRE IV

ETUDE DE LA REPARTITION DU FER AU COURS
DE L'INTERACTION ENTRE A. THALIANA ET D.
DADANTII
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CHAPITRE IV : ETUDE DE LA REPARTITION DU FER AU COURS DE
L'INTERACTION ENTRE A. THALIANA ET D. DADANTII

Préambule

Les résultats obtenus au laboratoire ont montré qu'en réponse a l'infection par D. dadantii, A.
thaliana met en place des réponses de défense qui requiérent les protéines AtFER1 et NRAMP3,
assurant respectivement le stockage du fer dans le chloroplaste et le transport du fer vacuolaire vers

le cytosol (Dellagi et al., 2005; Segond et al., 2009).

Afin de mieux comprendre comment le fer contenu dans le tissu végétal est réparti au cours de
I'interaction, nous avons utilisé la coloration Perls'-DAB-H,0,, mise au point par I'équipe de C. Curie
(CNRS Montpellier), pour visualiser le fer au site d'infection. Cette technique nous a permis d'étudier

la distribution du fer dans les tissus macérés et les tissus sains au cours de l'interaction.

Les résultats de cette étude vous sont présentés sous forme la forme d’un projet d’article qui sera

prochainement soumis au journal « Molecular Plant Pathology ».
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Summary

Dickeya dadantii is a plant pthogenic enterobacterium responsible for plant soft rot disease in a wide
range of hosts including the model plant Arabidopsis thaliana. For the first time, upon D. dadantii
infection, iron distribution in infected A. thaliana was investigated at the cellular scale using th Perls'-
DAB-H,0, method. Iron visualization during infection reveals a loss of iron from cellular
compartments and plant cell walls. During symptom progession, two distinct zones are clearly
determinated: a macerated zone displaying weak iron content and a healthy zone displaying strong
iron content. Immunolabelling of cell wall methylated pectin shows that pectin degradation is
corralated with iron release from cell wall indicating a strong relationship between cell wall integrity
and iron in the plant tissue. Using a D. dadantii lipopolysaccharide antibody, we show that bacteria
are restricted to the infected tissue, and that they accumulate iron in planta. This work shows that
iron localization is strictly correlated with bacterial cell localisation in the infected tissus indicating a
crucial role of this element during the interaction. It also shows that Perls'-DAB- H,0, is a method of

choice to analyse iron distribution at the cellular level during plant-microbe interaction.
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Introduction

Iron is an essential nutrient for fundamental metabolic processes in living organisms. Indeed, owing
to its capacity to undergo reversible changes in its oxidation states over a wide range of redox
potentials, this metal is involved in an important number of electron transfer reactions. Cellular
metabolism uses iron-containing cofactors consisting of Fe-S clusters or heme to transfer electrons
during photosynthesis, respiration, nitrogen fixation, DNA synthesis and degradation of reactive
oxygen species. Although iron is the fourth most abundant element on earth, it is poorly bioavailable
due to low solubility of ferric oxyhydroxides prevailing in aerobic soils. Under reductive conditions,
iron is under the ferrous form (Fe**) and is more soluble (Lindsay & Schwab, 1982). However Fe’* can
catalyze the Fenton reaction in the presence of hydrogen peroxide, thus leading to the formation of
hydroxyl radicals resulting in protein denaturation, DNA breaks and lipid peroxidation (Pierre &
Fontecave, 1999). The absolute requirement of iron and its potential toxicity, has constrained living

organisms to develop tight control of iron uptake and storage.

Plants acquire iron from the soil through the roots. Two strategies of iron uptake have been
described (Marschner, 1995, Briat et al., 2007, Kim & Guerinot, 2007). Stragegy | based on reduction
of iron then transport via a membrane transporter of the Iron Regulated Transporter (IRT1) family.
Strategy Il, found only in poaceous, employs a chelation based strategy which consists of extrusion of
phytosiderophores that chelate iron in the rhizosphere and then import of the iron-
phytosiderophore complexes by the roots. Iron distribution to different organs and in the cellular
compartments is mediated by divalent metal chelators such as nicotianamine or citrate which are
allowed to cross membranes by transporters from the YSL family or the protein FRD3 (Morrissey &
Guerinot, 2009). Iron is mainly stored in the ferritin shell of mesophyll cell chloroplasts (Briat et al.,
2010). Arabidopsis genome contains four ferritin coding genes AtFER1-4. Ravet et al. (2009) showed
that they mainly play antioxidant functions in Arabidopsis. Iron can also be stored in mitochondria
(Nouet et al., 2011), or in the vacuoles of mature embryo endodermal cells (Lanquar et al., 2005, Kim
et al., 2006). Important amounts of iron were recently detected in the nucleolus (Roschzttardtz et al.,

2011). The role and exact status of this iron is not known yet.

Dickeya dadantii (formerly named E. chrysanthemi 3937) is an enterobacterium that causes soft rot
on economically important crops including potatoes, chicory and ornamentals like saintpaulia plants
(Pérombelon, 2002). Bacterial cells invade the intercellular spaces of parenchymatous tissues and

secrete large amounts of plant cell wall degrading enzymes (CWDE) leading to tissue disorganization
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Figure 1 : Characterization of iron localization sites in Arabidopsis leaves. A and B :
Perls-DAB-H,0, staining of healthy leaf tissue. Scale bar: (A) 50uM, (B) 20 um. C:
Co-localization of nucleolus by DAPI staining (arrow in left panel) and by Perls-DAB-
H,0O, staining (arrow in right panel). Scale bar: 20um. D: Co-localization of iron in
plastids by anti-AtFer1 immunolabeling (arrow sin left panel) and by Perls-DAB-
H,0O, staining (arrows in right panel); scale bar: 20um. cw: cell wall, nuc : nucleolus,
pl: plastid, v: vascular tissue.
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and maceration symptoms (Murdoch et al., 1999, Grimault et al., 1997). Under iron limiting
conditions, most microbes synthesize and secrete low molecular weight compounds called
siderophores, designated to scavenge iron and then to deliver it in the bacterial cell. Dickeya dadantii
synthesizes two siderophores: achromobactin (Munzinger et al., 2000) and chrysobactin (Persmark et
al., 1989). Both siderophores are required for the systemic progression of maceration symptoms on
the hosts (Enard et al., 1988, Dellagi et al., 2005, Santos et al., 2001). Leaf treatment with
chrysobactin provokes perturbations of iron distribution which lead to the activation of immune
responses indicating that siderophores produced during infection disturb iron homeostasis and
defense (Dellagi et al., 2009). Limiting iron supply to Arabidopsis plants results in reduced maceration
symptoms (Kieu Phuong et al.,, 2012). Thus D. dadantii bacterial cells require the presence of
physiological amounts of iron to invade plant tissues (Franza & Expert, 2013). Interestingly, the
AtFER1 ferritin protein was shown to accumulate during Arabidopsis infection by D. dadantii and an
atferl mutant was more susceptible to infection (Dellagi et al., 2005). The role of AtFER1 in this
context was attributed to its iron scavenging activity which could deprive invading bacteria from iron.
In addition, iron transport across the vacuolar membrane via the proteins AANRAMP3 and AtNRAMP4
is involved in the amplification of oxidative stress thus contributing to the plant defense (Segond et
al., 2009). These data show that iron is a key modulator of the plant’s susceptibility to the pathogenic

bacterium D. dadantii.

To further investigate the role of iron during this interaction, we studied the localization of iron
during disease progression in the tissue. We used a newly developed histochemical staining method
based on Prussian blue staining combined with diaminobenzidine amplification. The method named
Perls-DAB-H,0, (PDH) allows the precipitation of non heme iron with the Perls reagent followed by
intensification owing to the DAB oxidation by H,0,. This method is specific for Fe** staining because

the staining of Fe®* or other metals is very poor (Roschzttardtz et al., 2010).

In this work, we visualized alterations of iron distribution in the infected tissue at the cellular level.
This method allowed us to determine precisely the localization of iron in infected tissues and to
compare this localization with the presence of bacteria, the level of cell wall degradation and ferritin
accumulation. This novel iron staining method will provide a crucial contribution to the better
understanding of the mechanisms underlying plant-microbe interactions known to be influenced by

the iron status of the host and/or the microbe.
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| 1- Infection by spotting a bacterial
suspensionon a hole. HZ

A LE

MZ

2- excision of a tissue containing
macerated and healthy tissue.

3-Fixation and microscopy analysis

Figure 2 : Description of the experimental procedure used to analyze iron
localization during symptom progression. HZ: Healthy zone, MZ, macerated zone,
LE: leading edge of maceration.
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Results

Characterization of physiological patterns of iron distribution in A.thaliana healthy leaf
tissue

To visualize iron in the plant tissue, we used Arabidopsis leaf samples fixed and embedded in LR
white resin (see materials and methods). In order to check that PDH staining (Roschzttardtz et al.,
2010) allowed the localization of iron in A. thaliana tissues under our conditions, we first performed
observations on healthy leaf tissues. For this purpose, leaves from 5 week old seedlings grown on
soil, were collected and semithin sections were stained with PDH before microscopic observations.
Cell walls and plastids were strongly stained. The iron staining was also particularly strong in the
nucleus where it seemed to concentrate in a spherical structure which we assumed to be the
nucleolus. To check this, we stained consecutive sections with PDH and with DAPI. We selected two
consecutive sections one of which was PDH stained and the second stained with DAPI because PDH
staining could not be combined on the same section with DAPI. DAPI strongly stained the nuclei but
not the nucleoli, thus allowing us to identify the nucleolus. The strong iron spot visible with PDH in
the nucleus co-localizes with the nucleolus visible in DAPI staining. These data are in agreement with
previous reports on the presence of high iron amounts in the nucleolus of pea cells (Roschzttardtz et

al., 2011).

In some of the A. thaliana mesophyll cells, dark stained spots could be observed in the plastids after
PDH staining. To check whether these spots correspond to ferritin, we used consecutive sections one
of which was stained with PDH and the other was hybridized with the anti-AtFER1 antibody (Dellagi
et al., 2005). Figure 1E, F show that the AtFER1 antibody hybridizes to the plastids and that it co-
localizes with the dark spots visible in the PDH stained section. Taken together, these data indicate
that the PDH staining method used under our conditions is a relevant method to study iron
distribution at the microscopic level because we were able to see iron at sites described in the

literature (Nouet et al., 2011).

Modification of iron distribution during tissue infection by D. dadantii

Dickeya dadantii infects plants by invading intercellular spaces of parenchymatous tissues where
bacteria multiply and progress by degrading the neighbouring cell walls (Murdoch et al., 1999,
Grimault et al., 1997). Degradation of cell walls is due to the secretion of large amounts of pectinases
by bacterial cells (Murdoch et al., 1999). To investigate the cellular distribution of iron during the
infection progress of D. dadantii cells in A. thaliana leaf tissue, leaves were inoculated by a method
published earlier which allows a progressive development of the symptom (Fagard et al., 2007). It

consists of making a hole with a sterile needle followed by the deposition of 5 uL of a bacterial
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Figure 3 : Iron localization in healthy and infected zones by Perls-DAB-H,0, staining.
A: Three pictures mounted side by side spanning the MZ and the HZ. Perls-DAB-H,0,
staining is reduced in cell walls, plastids and in nuclei of the MZ cells. Scale bar:
200pm. B and C : enlargements of the LE zone. A clear difference of staining is
observed at the LE of maceration. D and E : enlargements of the MZ zone. Small
strongly stained spots correspond to bacteria. Scale bar: (B,D) 50um, (C,E) 20pm. HZ:
Healthy zone, MZ, macerated zone, LE: leading edge of maceration. b: bacteria
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suspension at a density of 10’ C.F.U. mL™ (Figure 2). We chose leaf samples where the infection was
in progress at stage 2 as described by Kieu Phuong et al. (2012). The diameter of the lesion was about
3 mm around the hole. Samples were selected so as to contain both healthy and macerated tissue
and fixed as indicated in materials and methods. Following PDH staining, we could see two distinct
zones with different intensities of PDH staining (Figure 3A). Iron staining was weaker on the side
close to the infection hole. This zone corresponds to a tissue which is starting to be disorganized. In
this zone, iron could hardly be detected in cell walls, chloroplasts or in nuclei. On the other side of
the sample, the staining of iron was strong and evenly distributed in cell walls and plastids. A clear-
cut boundary separates the strongly stained zone and the weakly stained zone. We concluded from
these observations that the tissue contained two distinct zones: a macerated zone (MZ) that was
weakly stained with PDH, and a healthy zone (HZ) that was strongly stained with PDH. The shift of
PDH staining between HZ and MZ is not progressive, it is sudden. Indeed, at the leading edge of
infection (LE), a clear distinction between healthy cells and dying cells is observed (Figure 3B).
Staining of cell walls and plastids in MZ is much reduced indicating a loss of iron. However, some
regions of cell walls remain stained indicating that iron is more strongly bound in some parts of the
cell wall. Interestingly, neither nuclei nor nucleoli are visible in the MZ. Rod shaped structures with
very strong PDH staining are visible in the intercellular spaces of the MZ (Figure 3C, 3E). These
elements are presumed to be bacteria (see confirmation below). Taken together, these data indicate
that during its progression in the leaf tissue, D. dadantii causes loss of iron from dedicated cellular
compartments and cell walls. Bacterial cells contain high iron concentration during the infection

process.

Comparative localization of iron, bacteria and intact cell walls during the infection
process

We investigated whether loss of iron from the cell walls was correlated with cell wall degradation.
Pectin de-methylation is the first step of cell wall degradation by D. dadantii pectinases
(HugouvieuxCottePattat et al., 1996, Reverchon & Nasser, 2013). Thus, we monitored the level of cell
wall integrity in the tissue using and antibody raised against highly methylated pectin, JIM7
(Vandenbosch et al., 1989, Knox et al., 1990). For this purpose, we performed JIM7 immune-labeling
and PDH staining on consecutive semithin sections of the same samples. Figure 4 shows that in
healthy tissue, JIM7 immuno-labeling is evenly distributed along cell walls. This observation indicates
that cell walls are undamaged in the HZ. In the colonized tissue of MZ, JIM7 immuno-labeling is very
reduced. Cell wall integrity is thus strongly affected in this zone. However, some small portions
remain labeled with JIM7 antibody indicating that cell wall degradation was not complete, which is

reminiscent of what we observed with the PDH staining. These data indicate that iron is
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A HZ LE Mz

B

C
Figure 4 : Localization of iron, bacteria and intact cell walls in an infected Arabidopsis
leaf. A: Perls-DAB-H,0, staining. B: Anti-methylated pectin immunolabeling using JIM7
andtibody indicates intact cell walls. Staining is reduced in MZ because of bacterial
CWDE activities. C: Anti-Dickeya dadantii lipopolysaccharide immunolabeling. Bacteria
are visible in HZ and LE. A, B and C represent the same tissue. Consecutive sections
were use in order to be able to co-localize iron, intact cell walls and bacterial cells. Scale

bar: (HZ, MZ) 20pm, (LE) 50um. HZ: Healthy zone, MZ, macerated zone, LE: leading
edge of maceration. b: bacteria, cw : cell wall.
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strongly associated to cell walls in Arabidposis leaves and that during bacterial progression in the

tissue, cell wall iron is released.

To investigate the localization of bacteria in the different zones, we used an antibody raised against a
specific D. dadantii envelope component, the lipopolysaccharide (LPS). Immunolocalization of D.
dadantii bacterial cells in the sample indicates that they are restricted to the intercellular spaces of
the macerated zone. LPS labeling is visible around the bacterial cells. These data confirm that the rod

shaped structures stained by PDH are D. dadantii cells.

Taken together these data indicate that pectin degradation is correlated with iron release from the

cell wall and that bacterial cells accumulate iron in the infected tissue.

Immunolocalization of ferritin during the infection process

Iron mobilization in the infected tissue is likely to provoke perturbations of iron homeostatic genes.
In response to D. dadantii infection, the ferritin AtFER1 protein accumulates and is involved in the
limitation of infection (Dellagi et al., 2005). To investigate the tissue localization of AtFER1 during
infection, we performed immunolabeling with the anti AtFER1 antibody (Dellagi et al., 2005). In the
non infected control, AtFER1 was hardly detected in very few cells (Figure 5B). In the infected
sample, AtFER1 was detected neither in the MZ nor in the LE. The healthy zone could be subdivided
in two subzones according to their ferritin content: HZ1 and HZ2 (Figure 5A). In the HZ2, close to the
LE, no signal was detected with the anti-AtFER1 antibody. In the HZ1, which corresponds to the cells
further away from the maceration front, AtFER1 proteins accumulate in the chloroplasts. These data
confirm previously described results showing that AtFER1 accumulates during infection. The cellular
localization allows a more precise description of this process. The AtFER1 protein accumulates ahead

of the bacterial progression.

Discussion
We have investigated for the first time the localization at the cellular level, of iron in tissue of

Arabidopsis leaves during infection by the bacterial pathogen D. dadantii.

During progression of the bacterial pathogen in the leaf tissue of Arabidopsis, iron is depleted from
cell walls and from cellular compartments that normally contain high amounts of iron such as
plastids. This depletion raises the question of the fate of iron during infection. One possibility is that
it is absorbed by bacterial cells. As we could observe in the macerated tissue, bacteria are strongly
stained by the PDH indicating that they are loaded with iron. Thus, they probably benefit from

release of high amount if this element for growth. However, strong oxidative stress is also probably
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Figure 5 : Ferritin localization in an infected Arabidopsis leaf. Sections of infected
tissue (A) or healthy tissue (B) were immunolabeled using an anti-AtFER1 andtibody.
In A, two different HZ were identified. In HZ1 ferritin was abunduntly present. In HZ2
(close to the LE), no ferritin could be detected. Scale bar: (A) 50um, (B) 20pm HZ:
Healthy zone, MZ, macerated zone, LE: leading edge of maceration.
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caused as a consequence of the presence of free iron in the intercellular spaces. A strong oxidative
stress occurs in Arabidopsis leaves in response to D. dadantii (Fagard et al, 2007). This oxidative
stress is mainly mediated by the NADPH oxidase RBOHD. Free iron could contribute together with
this enzyme to the amplification of ROS accumulation. Consistently, the accumulation of ROS in
response to D. dadantii was drastically reduced in iron starved plants (Kieu Phuong et al, 2012). In
addition, iron transport across the vacuolar membrane via the proteins AANRAMP3 and AtNRAMP4 is
involved in the amplification of oxidative stress thus contributing to the plant defense (Segond et al.,
2009). In maize plants grown under adequate iron nutritional status, the establishment of
hemibiotrophic pathogen Colletotrichum graminicola was retarded as compared to iron starved
plants (Ye at al Physiol Plant 2014). The authors observed that the retarding effect of Fe on C
graminicola development coincided temporally and spatially with the recruitment of Fe to infection
sites and a local accumulation of H,0,. Similarly, in barley, infection by the fungal pathogen Blumeria
graminis triggers iron accumulation in the epidermal cells attacked by the fungal appressorium. This
iron accumulation provokes a strong oxidative stress which leads to callose deposition thus
preventing further infection (Liu et al 2007). Together, these data show that modifications of iron
localization can be observed during plant—microbe interactions and that they can provoke oxidative

stress thus contributing to immunity.

Iron release from dying cells can also provoke a movement towards healthy tissue thus explaining
the accumulation of the ferritin AtFerl behind the LE. These data confirm previous observations of
ferritin accumulation around the maceration at a macroscopic level using transgenic plants
expression a GUS fusion under the control of AtFER1 promoter (Dellagi et al., 2005). The data
reported here provide more detailed description of AtFErl localization during infection. The
accumulation of AtFER1 ahead of the LE could reflect an iron buffering effect to protect cells from
oxidative damage. This pattern of AtFER1 accumulation can also constitute a barrier by scavenging

iron to prevent its acquisition by invading bacteria.

Our data show that pectin degradation is very strongly correlated with the release of iron from cell
walls. This shows that the cell wall structure is an important site for iron storage. It is well known that
phenolic compounds present in the cell walls chelate high amounts of iron (Marschner et al., 1986).
More data are available about iron in root apoplast than on leaf apoplast (Nikolic & Romheld, 2007,
Longnecker & Welch, 1990). However, the exact role and localization of iron in this structure is not
well understood. Our data show that a strong correlation exists between integrity of the cell wall and

the presence of iron. This is particularly obvious in the MZ where some cell walls are partially
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Element Healthy Healthy Macerated
Zone 1 Zone 2 Zone 1
Iron + + -
AtFer1 + - -
Intact cell wall + + -
Bacteria - - +

Figure 6 : Comparative table of iron, ferritin, bacteria localization and cell wall integrity
in Arabidopsis leaf tissue infected by D. dadantii. + means that the element is present. —
means that the element is not present. Scale bar: 200um.

194



degraded and where the intact zones (labelled with JIM7) co-localize with stron PDH staining (Figure
4). Recently, Hassan et al. (2013) identified a pectate lyse named PelN from D. dadantii which has the
unusual characteristic of requiring Fe*" as a co-factor for its enzymatic activity and no other cation
(among the cations tested). A pelN deficient mutant has a reduced virulence on chicory leaves
indicating the contribution of this enzyme to the pathogenicity process. These results are in
agreement with the presence of high amounts of iron in the plant cell wall. They suggest a possible
evolutionary adaptation of PeIN to the presence of this element in the close environment of its

substrate.

In summary, we show that studying iron localization at the cellular level provides valuable
information concerning the role of iron during pathogen attack. Our work highlights the interest of
the powerful technique of in situ iron staining for the study of a plant microbe interaction at the

cellular level. This method is highly specific and easy to set up.
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Supplementary Figure 1 : Localization of iron, cell walls and bacteria in an infected
Arabidopsis leaf. A: Perls-DAB-H,0, staining. B: Anti-methylated pectin immunolabeling
using JIM7 andtibody. Staining is reduced in MZ because of bacterial CWDE activities. A
and B represent the same tissue. Consecutive sections were use in order to be able to
co-localize the iron, cell wall integrity and bacterial cells. Scale bar: 50um. cw : cell wan
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Materials and Methods

Plant growth, bacterial culture and inoculation conditions

A. thaliana seeds from the Col-0 accession were obtained from the INRA Versailles collection. The
seeds were sown in non-sterile soil and then stratified by incubation for 2 days at 4°C. The resulting
seedlings were allowed to grow 5 weeks before inoculation. The 5-week-old plants were heavily
watered and covered with a transparent plastic 16 h before inoculation. The cover was kept in place
throughout the assay to maintain high-moisture conditions. Plants were subjected to an 8-h light and

16-h dark cycle at 19°C, with 70% relative humidity.

The wild-type strain D. dadantii (E. chrysanthemi 3937) was isolated from Saintpaulia ionantha H.
Wendl. (African violet). D. dadantii was grown in Luria-Bertani medium (Miller 1972). For plant
inoculations, a small hole was made with a needle within the leaf, and then, 5 ul of a bacterial
suspension at a density of 5 x 10® C.F.U./mL made up in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7)

was spotted.

Preparation of tissue for light and electron microscopy

For light microscopy (LM), small fragments of leaves were sampled. For the infected leaves, the
samples were chosen when the macerated zone reached stage 2 according to the stages described
by Kieu Phuong et al.(2012). This stage corresponds to a maceration zone spanning a circular zone
around the inoculation hole of about 3 mm diameter which occurs about 24 hours post inoculation
(Figure 2). Samples to be fixed were collected at the boundary between the macerated and the non-
macerated zone. Samples were fixed for 3h in a solution consisting of 4% paraformaldehyde, 1%
glutaraldehyde in 0.05 M piperazine-N, N’-bis(2-ethanesulfonic acid, PIPES) buffer, pH 7.3, under
intermittent vacuum. They were washed four times in the same buffer and were dehydrated in a
graded ethanol series before embedding in a LR White resin (The London Resin Co., Hampshire, U.K.).
For LM, transverse semi-thin (0.5 um) sections were cut with a diamond knife (Diatome histo,

Bienne, Switzerland).

Immunolocalization of bacteria, methyl-esterified homogalacturonans and ferritin

For immunolabelling of cell walls, we used the monoclonal JIM7 antibody made in rats, which
specifically recognizes methyl-esterified homogalacturonans (Knox et al., 1990). For immunolabelling
of bacteria, we used the anti D. dadantii lipo-polysaccharide (LPS) polyclonal antibody made in rabbit
(Fagard et al., 2007). For immunolabelling of AtFER1, we used an anti-AtFER1 antibody made in
rabbit (Dellagi et al., 2005). See Supplementary Table 1 for the references and experimental details of

all the sera used in this study.
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Supplementary Table 1

Epitope to be labelled Serum 1 for Serum 2 Serum 3
saturation
Methyl-esterified rabbit JIM7 in rats, dilution Anti rat in rabbit
homogalacturonans 1:100 (Knox et al., coupled to FITC
1990).
AtFER1 goat Anti AtFERL1 in rabbit, Anti rabbit in goat
dilution 1:700 (Dellagi
et al., 2005)

D. dadantii LPS goat Anti-LPS in rabbit, Anti rabbit in goat

dilution 1 :10000
(Fagard et al., 2007).
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Semithin sections were incubated in TBSB-T buffer (TBSB: 0+05 m Tris HCl buffer pH 7+4 containing
0+9% NaCl, 0+1% BSA and 0+01% Tween 20) for 10 min and then saturated with serum 1 (normal
rabbit or goat, see supplementary Table 1) diluted 1/30 in TBSB-T. They were washed (four times for
10 min) and were then incubated overnight at 4°C with the antibody (serum 2) raised against LPS,
Pectin or AtFER1 diluted as indicated in supplementary Table 1. After four washes for 10 min with
PBSB without Tween, the sections were incubated at room temperature with the labelled antibody
(serum 3: anti-rat in rabbit immunoglobulin (IgG) or anti-rabbit in goat IgG, see supplementary Table
1) labeled with fluorescein iso-thiocyanate (FITC) diluted 1:300 in PBSB, in the dark. The slides were
washed six times for 10 min each with PBSB, were rinsed with distilled water, and were then
mounted in one drop of Vectashield medium. Fluorescence was observed with a Zeiss microscope
excitation filter for 450 to 490 nm wavelengths, and barrier filter for 520 nm wavelength). They were

then observed with a Zeiss Axiophot light microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Histochemical staining of Fe with the Perls-DAB-H:0; procedure

Sections were deposited on glass slides that were incubated for 45 min at room temperature in the
Perls stain solution (4% (v/v) HCl and 4% (w/v) K-ferrocyanide). The slides were then washed twice 5
min with distilled water and twice with 0.1M sodium phosphate buffer pH 7.4. For the intensification
reaction the slides were incubated 30 min in the dark in a 0.1M sodium phosphate buffer (pH 7.4)
solution containing 0.025% (w/v) DAB tetrahydrochloride (Sigma), 0.005% (v/v) H,0,, and 0.005%

(w/v) CoCl,. The sections were washed 3 times with distilled water to stop the reaction.
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CHAPITRE V : ETUDE DE L'IMPACT DU STATUT EN FER D'A. THALIANA
AU COURS DE L'INTERACTION AVEC D. DADANTII ET B. CINEREA

Préambule

Les résultats obtenus au laboratoire ont montré qu'en réponse a l'infection par D. dadantii, A.
thaliana met en place des réponses de défense qui requierent les protéines AtFER1 et NRAMP3,
assurant respectivement le stockage du fer dans le chloroplaste et le transport du fer vacuolaire vers
le cytosol (Dellagi et al., 2005; Segond et al.,, 2009). De plus, l'infection conduit a l'induction du
systeme d'acquisition du fer racinaire, c'est a dire une augmentation du niveau d'expression des

génes FRO2 et IRT1 (Segond et al., 2009).

Afin de déterminer si le statut en fer d'A. thaliana affecte la mise en place de ses réponses de
défenses et affecte I'agressivité de la bactérie D. dadantii, l'interaction a été étudiée sur des plantes
carencées ou des plantes cultivées dans des conditions optimales d'apport en fer. L'interaction avec
le champignon B. cinerea, un autre agent pathogéne nécrotrophe, a également été étudiée dans ces

conditions de nutrition en fer de la palnte.

Ma contribution a cette étude a consisté a participer a I'étude des symptémes causés par D. dadantii,
a l'observation et la quantification de I'accumulation de callose et de H,0, en réponse a l'infection

par D. dadantii, sur des plantes contrdle et des plantes en état de carence ferrique.

Ces résultats sont présentés sous la forme de I'article " Iron deficiency affects plant defense
responses and confers resistance to Dickeya dadantii and to Botrytis cinerea ", publié dans le

journal "Molecular Plant Pathology".
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Summary

Iron is an essential element for most living organisms, and pathogens are likely to compete with their
host for the acquisition of this element. The bacterial plant pathogen Dickeya dadantii was shown to
require its siderophore mediated iron uptake systems for systemic disease progression on several
host plants including Arabidopsis thaliana. In this study, we have investigated the effect of
Arabidopsis iron nutrition on the severity of disease caused by D. dadantii. We show that symptom
severity, bacterial fitness and expression of bacterial pectate lyase encoding genes are reduced in
iron deficient plants. Reduced symptoms correlated with enhanced expression of the salicylic acid
defense plant marker gene PR1. However levels of the ferritin coding transcript ATFER1, callose
deposition and production of reactive oxygen species were reduced in iron deficient infected plants
ruling out the involvement of these defenses in the limitation of disease caused by D. dadantii.
Disease reduction in iron starved plants was also observed with the necrotrophic fungus Botrytis
cinerea. Our data demonstrate that the plant nutritional iron status can control the outcome of an
infection by acting both on the pathogen’s virulence and the host’s defense. In addition, iron
nutrition strongly affects disease caused by two large host range, soft rot causing plant
pathogens.Thus, it might be interesting to consider the plant iron growth when there is a need to

control disease on economically important crops.
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Introduction

Acting as a catalyst in many metabolic processes such as respiration and photosynthesis, iron
is essential for growth of almost all organisms. Despite its high abundance in the earth’s crust, its
availability in aerobic and alkaline soils is poor because it is generally present in the form of insoluble
ferric hydroxides. About 30% of croplands are too alkaline for optimal crop growth (Marschner,
1995). The more soluble ferrous form can generate with oxygen noxious reactive oxygen species
(ROS) through the Fenton reaction (Pierre & Fontecave, 1999). Therefore, cellular iron acquisition,

utilization and storage are subject to different levels of homeostatic regulation.

Plants use two strategies to acquire iron from the soil (Rdmheld and Marschner, 1986,

III

reviewed in Briat). The so called “strategy |” described in non graminaceous species, involves a
reduction mechanism. The plant copes with iron deficiency by increasing root H*-ATPase activity and
secreting organic acids that lower the rhizospheric pH and increase its solubility. Soluble ferric ions
are reduced at the plasma membrane, through the activity of an iron deficiency-inducible root ferric-
chelate reductase. In A. thaliana, FRO2 was identified as the major root iron-chelate reductase
(Robinson et al., 1999) and the reduced iron is taken up by the root iron regulated transporter IRT1
(Eide et al., 1996). The metal is internalized in the root epidermis and cortex, and then mobilized to
the aerial parts through the vascular system. Strategy Il, based on iron chelation, is used by Poaceae
which secrete phytosiderophores that bind ferric iron in the root medium. The Fe-phytosiderophore
complexes are specifically recognized by a high affinity transporter (Kobayashi et al., 2010) belonging
to the YS1 family, and iron is internalized into the root. Inside the plant, iron is transported
essentially as Fe-citrate and Fe-nicotianamine complexes (Briat et al., 2007, Morrissey & Guerinot,
2009). Storage and buffering in dedicated compartments including apoplast and organelles (vacuole,
plastids) protect the cell from iron toxicity (Briat et al., 2007, Morrissey & Guerinot, 2009). In plastids,
ferritins represent the major iron-containing proteins. In A. thaliana, the ferritins AtFER1-4 are
mainly involved in buffering iron and protecting the plant cells against oxidative stress (Ravet et al.,
2009). Loading iron in vacuolar stores is mediated by VIT1 (Kim et al., 2006) and iron mobilization

from the vacuole to the cytosol is mediated by the divalent metal transporters AtNRAMP3 and

AtNRAMP4 during seedling development (Lanquar et al., 2005).

Besides the physical properties of soils, biotic factors have some impact on iron availability to
plants (Lemanceau et al., 2009). Plants interact with a variety of micro-organisms that, like grasses,
produce siderophores which are secreted in response to iron deficiency (Andrews et al., 2003,
Winkelmann, 2007). Iron-siderophore complexes are specifically recognized and transported across

the microbial cell envelope providing the micro-organism with iron. Microbial siderophores can exert
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a beneficial effect on plant growth because they significantly increase the solubility of iron in the soil.
However, most of them display a higher affinity for this metal than phytosiderophores and other
plant iron carriers, and consequently iron can be a stake in competitive relationships between plants
and micro-organisms. In plant-pathogen interactions, the production of siderophores by the
pathogen is a an efficient mechanism to acquire iron in the host and to promote infection (Expert,

1999, Haas et al., 2008).

Dickeya dadantii is an enterobacterium which causes soft rot on a large host range of plant
species. It causes economically important damages on different crops including potatoes, chicory and
ornamentals like Saintpaulia ionantha (Perombelon, 2002, Toth et al., 2003). Bacterial cells invade
the intercellular spaces of parenchymatous tissues and secrete large quantities of plant cell wall
degrading enzymes leading to tissue disorganization (Murdoch et al.,, 1999, Fagard et al., 2007).
Under iron deficiency, D. dadantii releases two siderophores: the hydroxycarboxylate achromobactin
which is produced when iron becomes limiting (Munzinger et al., 2000) and the catecholate
chrysobactin (Persmark et al., 1989) which prevails under severe iron deficiency. Chrysobactin and
achromobactin production are required for the systemic progression of maceration symptoms on the
hosts (Franza et al., 2005, Enard et al., 1988, Dellagi et al., 2005). In A. thaliana, the genes encoding
the iron storage protein ferritin AtFER1, and the vacuolar metal transporters AtNRAMP3 and
AtNRAMP4, are involved in basal resistance to D. dadantii, indicating that changes in plant iron
trafficking occur during infection (Dellagi et al., 2005, Segond et al., 2009). In addition, following D.
dadantii inoculation, both plant iron deficiency markers IRT1 and FRO2 are up-regulated indicating

that enhanced iron acquisition by the plant occurs upon infection (Segond et al., 2009).

In the present work, we were interested to know whether the plant iron nutrition was likely
to influence the development of the disease caused by this pathogen on Arabidopsis plants. We
show that in plants grown under low iron conditions, this metal is the essential factor limiting the
development of D. dadantii. The reduced progression of disease symptoms observed on iron starved
plants correlates with reduced expression of major bacterial virulence genes. We analyzed the
defense reactions known to be activated in A. thaliana in response to D. dadantii infection in relation
with the plant iron nutrition. We concluded that the decreased susceptibility of iron starved plants to
disease is due to the low plant iron content rather than to a general amplification of defense

responses to the pathogen. We

found that iron deficiency in A. thaliana also decreases the incidence of the grey mold disease caused
by the fungus Botrytis cinerea. These data highlight the existence of a link between plant iron

nutrition and susceptibility/resistance to microbial disease.
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Fig.1 : Iron defidency triggered phenotypic modifications in Arabidopsis plants. (A): Growth
conditions for +Fe and —Fe plants. Arabidopsis plants were grown for 5 weeks in a 50 pM Fe-
EDTA containing nutritional solution then roots were washed with distilled water or BPDS as
indicated. Next, plants were transferred in fresh nutritional solution with {+Fe) or without (-Fe)
50 pM Fe-EDTA during 4 days. {B): Pictures of Arabidopsis plants in +Fe and —Fe at the same
scale. Chlorotic leaves are indicated {white arrow). {C): Pictures of roots from +Fe and —Fe
plants. Secondary roots are indicated in —Fe plants {(white arrow).
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Results

Effect of iron starvation in Arabidopsis on the disease caused by D. dadantii

For studying the effect of plant iron nutrition on microbial infection, we used the hydroponic
system described previously (Segond et al., 2009). In order to obtain plants with reduced iron
content, without affecting plant size, we first grew plants under iron-replete conditions (50 uM
FeEDTA, Fig. 1A) for 5 weeks. Then, iron deficiency was achieved by root washing with
bathophenanthroline disulfonate, followed by transfer to iron-depleted medium. Four days later, the
plants displayed typical iron deficiency symptoms: leaf chlorosis and presence of a higher number of
secondary roots (Fig. 1B, C). These plants were referred to as " -Fe plants ". Control plants were
grown for 6 weeks in the presence of 50 uM Fe-EDTA. They were referred to as " +Fe plants ". Iron
content was found to be reduced by 30% in —Fe leaves (61 +/- 1.41 pg / g of dry weight (DW))
compared to + Fe leaves (90 +/- 8.3 ug / g DW). Under these conditions, leaves of +Fe and -Fe plants

have almost the same size (Fig. 1).

We compared the severity of symptoms caused by D. dadantii, after inoculation of +Fe and -
Fe plants. Symptom severity was scored over 6 days using the scale presented on Fig. 2B. We
observed a delay in the development of symptoms in -Fe compared to +Fe plants (Fig. 2C) visible
after 2 days post-inoculation (p.i.). Accordingly, we found reduced bacterial growth in -Fe plants (Fig.
2D), whereas almost no growth occurred during the first 24 h p.i. After that, the number of bacterial
counts increased, but it always remained lower than that observed in +Fe plants. These data led us to

consider that the pathogenicity of D. dadantii on iron starved plants was affected.

Iron re-supply to iron starved plants restores D. dadantii pathogenicity

To know whether iron availability was the main factor limiting the infection process, we re-
supplied —Fe plants with iron after bacterial inoculation. Symptom evolution on these plants was
compared to that observed on -Fe and +Fe plants. For this purpose, +Fe and -Fe plants were
inoculated as shown in Fig. 2. Twenty four hours after inoculation, —Fe plants were transferred to the

iron containing medium. These plants were referred to as " —Fe/+Fe ". To rule out a possible
mechanical stress effect during the transfer, control experiments consisted of +Fe and —Fe plants
inoculated and transferred 24 h p.i. to the same +Fe and -Fe media, respectively. The data (Fig. 3)
indicate that, in +Fe plants, the disease intensity increased over time. Symptoms of stage 4 were
apparent in approximately 75% of inoculated plants, 6 days p.i. In -Fe plants, the intensity of the
symptoms was significantly reduced, but iron re-supply reversed this effect: a complete rescue was

observed at day 6 p.i. Thus, iron availability in iron starved plants is a limiting factor for the

development of the infection process.

211



A
5weeks 4 days ) 6 days —— [Fel=0puM

*Fe +Q s ¥ e SN [Fe]=50 pM

O Rootwashingwith BPDS

-Fe l
+O —Y— @ Rootwashingwith H,0

l D. dadantiiinoculation

\'," -
i
v

+Fe -Fe

100% - 100% 1 M
s 80% L
60 i 60% -
40% - 40% | i
i 20% B
4 5 6 '

0%
12 3 ) 1 2 3 4 5 6
Days after inoculation Days after inoculation

symptoms
co
o
=
[]

% of plantswith ()
(]
o
S

10

log C.F.U./ leaf

0 24 48 Hours p.i.

Fig.2 : Effect of iron deficiency on disease development and D. dadantii growth in Arabidopsis plants. (A):
Experimental design for +Fe and —Fe plants {see Fig. 1). Leaves were inoculated with a 107 C.F.U./ mL D. dadantii
bacterial suspension and symptoms were scored for 6 days. (B): Symptom severity scale: Stage 0 = no symptom;
Stage 1 = maceration at the site of inoculation; Stage 2 = maceration covering about half of the leaf, Stage 3 =
maceration covering the whole leaf, and Stage 4 = maceration has spread to the rest of the plant. ({C): Disease
severity on +Fe and —Fe plants scored at indicated times after inoculation. Data are representative of 4 independent
experiments with 24-30 plants in each experiment. Asterisks indicate significant difference in symptom severity
calculated with Fisher exact test {p<0.05) (D): Bacterial populations of D. dadantii at indicated times after inoculation
in +Fe plants (filled lines) and —Fe plants (dotted lines). Bars=SE
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Effect of plant iron nutrition on expression of D. dadantii pectate lyase encoding genes

In D. dadantii, pectate lyase isoenzymes PelA to PelD are major determinants of symptom
production on host plants. In planta detection of bacterial pel gene expression by RT-PCR was
previously described on soil grown seedlings during the first 24 hours p.i. (Kraepiel et al., 2011,
Lebeau et al., 2008). As the symptom severity was reduced in -Fe plants, we suspected that this could
be due to changes in the transcriptional activity of corresponding pectate lyase encoding genes, pelA
to pelD. To test this possibility, plants were grown and infected as indicated in Fig. 2. Leaves from +Fe
and -Fe plants were infiltrated with a 10’ C.F.U./mL bacterial suspension and were harvested at 3, 7,
10 and 24 h p.i. Relative expression of pelA, pelB, pelC and pelD genes was monitored by g-RT-PCR
and normalized against the reference gene rpoB. Fold induction of pel gene expression in +Fe relative
to —Fe plants was calculated using the 2HET method. Expression of pelA, pelB, pelC and pelD genes is
similar in +Fe and —Fe plants, until 7 h p.i. (Fig. 4). After 10 h, there was an increase in the expression
levels of pelB, pelC and pelD genes in +Fe plants, only. This increase was transient and after 24 h,
their expression levels were similar in both +Fe and -Fe plants. The expression of pelA gene remained
unchanged during the experiment. Thus, there is a direct correlation between the expression levels
of pel genes, the amount of symptoms and bacterial growth, indicating a reduction in the bacterial

virulence when plants are iron starved.

Effect of plant iron nutrition on expression of Arabidopsis defense genes

The decreased virulence of D. dadantii observed on iron starved plants could result from
enhanced plant resistance. To investigate this possibility, we analyzed the expression of defense
genes, PR1, CHIB and AtFER1, known to be up-regulated in A. thaliana during the first 24 h following
D. dadantii infection (Fagard et al., 2007, Dellagi et al., 2005). The PR1 and CHIB genes are
respectively representative of the salicylic acid (SA) and ethylene/jasmonic acid (Et/JA) dependant
signaling pathways that mediate plant defense (Glazebrook, 2005). The AtFER1 gene encodes a
plastidial ferritin involved in the basal resistance to D. dadantii (Dellagi et al., 2005). Leaves from +Fe
and -Fe plants were infiltrated with a 10’ C.F.U./mL bacterial suspension or with 10 mM MgSO, as a
control. RNAs were extracted from infected and control leaves at 3, 10 and 24 h post-infection and
the expression of defense genes was monitored by g-RT-PCR. In +Fe as well as in -Fe plants, we
observed the up-regulation of the 3 genes at 24 h p.i. However in —Fe plants, the transcript level of
PR1 was two times higher and that of AtFER1 was four times lower, than that measured in +Fe plants
(Fig. 5). Thus, these data indicate that there is no strict correlation between the expression levels of

these defense genes and the reduced disease severity observed in -Fe plants.
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Fig. 3 : Effect of iron re-supply on D. dadantii disease development in Arabidopsis iron starved plants. (A):
Experimental design for +Fe, —Fe and —Fe/+Fe plants. Leaves were inoculated with a 107 C.FU./ mL D. dadantii
bacterial suspension. To investigate the effect of iron on disease progression, -Fe plants were re-supplied with 50 pM
Fe-EDTA 24 hours after bacterial inoculation {designated -Fe/+Fe) by transfer to iron sufficient medium (green
arrow). (B): Disease severity on +Fe, —Fe and —Fef+Fe plants scored at indicated times after inoculation. Asterisks
indicate significant difference in symptom severity compared to +Fe plants at the same time point calculated by
Fisher exact test {* : p<0.05; ** : p<0.01). Diamonds indicate significant difference in symptom severity compared to
-Fe plants at the same time point calculated by Fisher exact test (¢ : p<0.05; ¢¢ : p<0.01). Data are representative of
3 independent experiments with 24-30 plants in each experiment.
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Effect of plant iron nutrition on callose deposition following infection

Callose deposition is a plant immunity marker used to study the plant response to Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPs) or to virulence promoting pathogen effectors (Luna et al.,
2011). Inoculation of D. dadantii in Arabidopsis leaves triggers strong callose deposition mainly
around the leaf vascular system (Fagard et al., 2007). Leaves from +Fe and —Fe plants were infiltrated
with a 10 C.F.U./mL bacterial suspension or with 10 mM MgSO, as a control. We monitored callose
deposition by blue aniline staining, 8 h following infection. Fig. 6A and 6B show that callose deposits
accumulated to a level significantly higher in D. dadantii infected leaves of +Fe plants compared to —
Fe plants. Interestingly, in —Fe plants, bacterial infection did not trigger callose deposition. In
addition, the background level of callose deposition observed on MgSO, treated leaves seemed to be
reduced in leaves from —Fe Arabidopsis plants. These data suggest that iron limitation results in
reduced callose deposition in healthy and infected Arabidopsis plants. Thus, although —Fe plants
displayed reduced susceptibility to D. dadantii compared to +Fe plants, this cannot be linked to

increased callose deposition.

Effect of plant iron nutrition on reactive oxygen species accumulation following infection
A strong oxidative burst is generated in A. thaliana during the first 24 h following infection by
D. dadantii and this reaction constitutes an effective defense towards the bacterium (Fagard et al.,
2007). This burst was shown to result mainly from the activity of the NADPH oxidase AtRbohD. As
iron can also generate ROS in aerobic environments (Pierre & Fontecave, 1999), we investigated the
level of ROS production following bacterial infection in +Fe and —Fe plants. The fluorescent dye 2'-7'
dichlorofluoresceine-diacetate (DCFH-DA) was used to detect intracellular hydrogen peroxide as an
indicator of ROS production. Leaves from +Fe and —Fe plants were infiltrated with a 10’ C.F.U./mL
bacterial suspension or with 10 mM MgSO, as a control. The fluorescence was monitored at the time
point 16 h p.i. (Fig. 6C and 6D). A significantly higher fluorescence was observed on the leaves
infiltrated with the bacterial suspension in +Fe leaves compared to —Fe leaves. No increase in
fluorescence was observed in —Fe leaves following bacterial treatment compared to the control.
These results indicate that the flux of nutritional iron in the plant could contribute to the production
of ROS in response to D. dadantii. Thus, although —Fe plants displayed reduced susceptibility to D.

dadantii compared to +Fe plants, this cannot be linked to increased accumulation of ROS.

Effect of iron deficiency in Arabidopsis on the disease caused by Botrytis cinerea
We were interested to know whether reduced symptom severity caused by iron deprivation

was specifically occurring against the bacterial pathogen D. dadantii. To address this point, we chose
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another microbial plant pathogen, the ascomycete Botrytis cinerea which shares several

characteristics with D. dadantii: i) it causes maceration symptoms owing to a large amount of plant

cell wall degrading enzymes, ii) it infects a large host range of plant species. We then investigated the
effect of plant iron nutrition on the disease caused by this fungus. We grew +Fe and -Fe plants and
inoculated excised leaves with B. cinerea mycelium plugs. Lesion surfaces were scored on each leaf
over 4 days. Fig. 7B shows that the macerated surfaces increased over time in leaves from +Fe and —
Fe plants. However, from 72 h p.i. onwards, leaves from -Fe plants displayed significantly smaller
lesions. This indicates that in the same way as for D. dadantii, severity of the disease caused by B.
cinerea is reduced in iron starved plants. We further investigated whether B. cinerea strain BO 5.10
growth was affected under iron limitation, by analyzing the growth of the mycelium in a minimal
medium amended with iron or not. Fig. 8A shows that iron starvation resulted in a 3 fold growth
decline after 5 days of culture. Fig. 8B shows that iron limitation resulted in the production of three
times higher levels of siderophores as detected by the CAS assay. These data indicate that B. cinerea
strain BO 5.10 responds to low iron with reduced growth and increased siderophore production.
Thus, lack of nutritional iron in —Fe plants could cause reduced disease provoked by B. cinerea in A.

thaliana.

Discussion

In plants, as in humans and other animals, the availability of iron is one of the factors that
may limit the growth of pathogenic microorganisms within the host. Though the role of high-affinity
iron uptake systems in the virulence of plant pathogens begins to be well documented, the role of
plant iron nutrition per se on the susceptibility to disease has only been investigated in a few cases
(Guerra and Anderson, 1985; Macur et al., 1991). In this work, we explored this question on the
model plant A. thaliana. As discussed below, we found that the plant iron status influences the
microbial fitness as well as reactions of the plant basal immunity in a complex way. Using the
pathogens D. dadantii and B. cinerea, we show that conditions favorable to plant thriving are also

greatly beneficial to the pathogen.

To analyze the effects that plant iron nutrition may exert on the susceptibility to pathogens,
we devised a protocol on A. thaliana plants displaying similar sizes allowing relevant comparisons
between +Fe and —Fe conditions. This enabled us to show that plants exposed to iron deficiency are
less susceptible to disease caused by D. dadantii and B. cinerea. To explain this effect, we focused our

analysis on the D. dadantii-A. thaliana pathosystem and considered three explanations, which are
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Fig. 6: Impact of iron nutrition on callose deposition and oxidative stress in response to D.
dadantii. Control leaves were infiltrated with 10mM MgSO, and D. dadantii inoculated leaves were
infiltrated with a 107 C_FU. /mL bacterial suspension.

(A). Picture of callose depositions detected with aniline blue staining in leaves 8 h after the
indicated treatments. Bar = 200 pym. (B). Numbers of callose depositions per unit of leaf surface
were quantified using the ImageJ software. n=18 leaves (C): Picture of hydrogen peroxide staining
in Arabidopsis leaves with the fluorescent dye DCFH-DA 16 h after indicated treatments. (D)-
Quantification of H,O, mediated fluorescence as index of grey pixels/leaf. Bars=SE, n=18 leaves.
Asterisks indicate statistically significant difference between Hre and -Fe in response to D. dadantii
(Mann and Whitney, p<0.071). Data are representative of 3 independent experiments.
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not mutually exclusive: i) in planta bacterial growth is limited by low iron availability, ii) bacterial

virulence is reduced and iii) plant defense is increased in iron starved plants.

Indeed, in iron starved plants, symptom spreading and bacterial growth were greatly
reduced within the first 24 h of infection by D. dadantii, suggesting that the reduced mobilization of
nutritional iron from the root to aerial parts of the plant results in reduced bacterial fitness due to
decreased iron availability in the leaf. This view is in agreement with the fact that high-affinity iron
acquisition systems like the production of siderophores is required by D. dadantii to cause systemic
infections on its hosts (Enard et al., 1988, Dellagi et al., 2005, Franza et al., 2005). In addition, in iron
starved plants we found a reduced expression of the genes encoding pectate lyases which are the
major virulence factors of D. dadantii. The reduced expression of these genes must result in a lower
production of the corresponding enzymes, and thus in reduced bacterial growth and invasiveness.
Moreover, the reduced expression of these genes could be the result from a physiological trade off in
bacterial cells which encounter stress conditions in iron starved plants. Interestingly, by re-supplying
iron starved plants with iron, we were able to restore the symptom severity to a level almost similar
to that observed on non starved plants, thus indicating that iron in the root medium acts as a limiting
factor of the infection process. Iron re-supply must result in an uptake of this metal by the plant, thus

rescuing bacterial growth and expression of virulence genes.

We show that in A. thaliana, the iron nutrition has some impact on defense reactions
activated in response to D. dadantii. It is noteworthy that in iron starved plants the defenses known
to be effective against this bacterium (Fagard et al., 2007) are unaffected as it is the case for the
ethylene/jasmonate mediated response, or strongly reduced as it is the case for callose and ROS
production. It seems clear that these defenses do not contribute to the increased resistance against
D. dadantii in iron starved plants. The reduced production of ROS in such plants may result from the
fact that iron is required for the formation of ROS through the Fenton reaction (Pierre & Fontecave,
1999). In addition, iron is needed for the activity of several ROS generating enzymes which are heme
dependant, like NADPH-oxidases (AtRbohD and AtRbohF) and peroxidases (Mittler et al., 2011). Thus,
it is very likely that the production of ROS following infection is hindered because iron levels are
reduced. The reduced callose apposition following D. dadantii infection in iron starved plants could
be related to low ROS production. This assumption is supported by the fact that callose depositions
in response to the bacterial plant defense elicitors, flagellin derived peptide FIg22 (Luna et al., 2011),
and oligogalacturonides (Galletti et al., 2008), are dependent on ROS production. The up-regulation
of the AtFER1 gene in response to D. dadantii infection is also affected in iron starved plants. Very
likely, this effect results from the low levels of ROS and iron, as these two factors are known to

control the transcriptional expression of the AtFER1 gene (Gaymard et al., 1996, Petit et al., 2001).
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Fig. 7: Effect of Iron deficiency on Botrylis dnerea symptoms development in Arabidopsis leaves. (A):
Experiment design for +Fe and —Fe plants. Detached leaves were inoculated with B. cinerea mycelium plugs.
(B): Surfaces of maceration lesions were monitored at indicated times after inoculation on +Fe plants {filled
lines) or iron starved plants (dotted lines) Bars=SE, n=20-24 leaves. Asterisks indicate statistically significant
differences between iron starved and non starved plants p<0.001 (Mann and Whitney). Data are
representative of three independent experiments.
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The only defense that appeared to be enhanced in iron starved plants is the expression of

the SA pathway marker gene PR1. Would this pathway be involved in enhanced resistance to D.

dadantii in iron starved plants? Previous data, based on the study of the Arabidopsis SA deficient
mutant sid2 indicating that defenses mediated by SA are not effective against D. dadantii infection
(Fagard et al., 2007), do not support this hypothesis. However, the mode of action of SA which is
supposed to interfere with the intracellular redox status has still not been clarified. We can assume
that some SA mediated effects depend on the plant physiological status. Iron starved plants are
metabolically different from non starved plants (Yang et al., 2010) and SA is a powerful iron
scavenging molecule (Nurchi et al., 2009). This compound might be used by the plant to mobilize iron

under deficiency and to withhold this metal from pathogens.

Our data are reminiscent of the observations reported by Lina et al. (2011). These authors
demonstrate that plant nutrition conditions have an important impact on the establishment of
defenses. They showed that in A. thaliana, modifying the level of saccharose or vitamins in the
growth medium affects the intensity of callose deposition and of hydrogen peroxide accumulation in
response to Flg22 and chitosan. It is therefore of primary importance to consider the effects of the

nutrition on plant defenses especially in the context of agronomical important species.

We tested the possible effect of iron on the infection process of a fungal pathogen, B.
cinerea. Interestingly, we found that iron starved Arabidopsis plants display enhanced resistance
against this pathogen. Whether this effect is related to changes in expression of the fungal virulence
and/or of the plant defense system require further investigations. We found that iron starvation
reduces B. cinerea growth and stimulates accumulation of siderophores suggesting that iron starved
plants could affect the fungus fitness. Konetschny-Rapp et al (1988) chemically identified the
siderophore produced by a rose derived strain of B. cinerea as being the ferrirhodin. The findings
obtained in this study with two soft rot causing and large host range pathogens suggest that the
corresponding lifestyle is affected by the plant iron nutrition. Further investigation of B. cinerea iron

uptake mechanisms in disease progress could provide valuable data to improve crop protection.

We should mention that studies conducted on other pathosystems showed different results
from ours. For instance, Anderson and Guerra (1985) observed an increase in severity of Fusarium
solani caused disease on iron restricted bean seedlings. Similarly, infection levels by Verticillium
dahliae of tomato resistant genotypes increased when the plants were grown under iron deficient
conditions (Macur et al., 1991). In these reports, the authors studied plant pathogens that invade the
root vascular system. Thus, the influence of plant iron nutrition on host pathogen relationships

differs according to the pathogen considered. This is reminiscent of what has been reported for
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nitrogen fertilization which can either promote or limit infections depending on the pathogen, the
host plant and the chemical form of nitrogen supplied (Huber & Watson, 1974, Snoeijers et al.,
2000). In the same way, crop iron fertilization could influence the intensity of disease caused by
pathogens. Therefore, no generalization should be done concerning the role of plant mineral
nutrition on microbial disease development. Such investigations are of primary importance in an
agronomical context where a reduction of mineral fertilization and pesticide crop treatments is
becoming compulsory. Together, these reports provide valuable data to develop crop genotypes with

efficient mineral use and uptake properties without increase in susceptibility to plant pathogens.
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Supplementary Table 1

Name of gene

Forward primer’s sequence 5’-3’

Reverse primers’s sequence 5’-3'’

pelA CCGCAACGTCTACATCCAAA CGTCGCCTTTTTCGTAATGC

pelB TCAGGCGTTAATCGAAAGCA GGACGTCACCGGGTTCAC

pelC GCTGCTGGCTTTTAGTCAATCC CGGAAGTGGTGGCGTAACC

pelD CGCGTACGCTTTGGTAGCA TTTCACGTCGCCCAGATACA

rpoB AATCGAAGGTTCCGGGATTC GCCGTTACGGATATCGATGAG
PR1 TCTTCCCTCGAAAGCTCAAGA GTCCCTGGTTGTGAACCCTTA
AtFerl CAGACTACATCACCCAGCTAAGGA TCTGGTCGAAATGCCAAACTC
CHIB ATCGTATAGGGTTTTATCAGAGGTATTGT | AGGAGGCCGTTAACGAAGGA
EFla CGTCACCCTAGCCGCTTTAC CCCATGGTTAGAGACTGTCAAACA
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Experimental procedures

Plant material and growth conditions

A. thaliana seeds from the Col-0 ecotype were obtained from the INRA Versailles collection. For
hydroponic cultures, seeds were first stratified for two days at 4°C in a nutrient solution (described
below) containing 0.1% agar. Seeds were then individually sown in Eppendorf tubes cut at the
bottom and filled with 0.75% agar. They were placed in PVC holders floating on the nutrient solution.
Plants were allowed to grow for 5-6 weeks. The nutrient solution contains 0.25 mM Ca(NO3)2.4H,0,
1mM KH,PO,, 0.5 mM KNOs;, 1ImM MgS0,.7H,0, 50 uM H3BO;, 19 pM MnCl,.4H,0, 10 pM ZnCl,, 1
MM CuS0,.5H,0, 0.02 uM Na,Mo00,.2H,0 and 50 uM FeNa-EDTA. Plants were subjected to an 8 h
light/16 h dark cycle, at 19°C, with 70% relative humidity. For —Fe plants, seedlings were first grown
under the above described conditions for 5 weeks then transferred to iron deficient medium after
washing the roots for 5 min with medium containing the reductant sodium dithionite (5.7 mM) and

the chelator bathophenanthroline disulfonic acid (BPDS 0.3 mM) both from Sigma, St. Louis, USA.

Bacterial and fungal strains and culture conditions

The wild-type strain, Dickeya dadantii (previously named Erwinia chrysanthemi 3937 our collection),
was isolated from Saintpaulia ionantha H. Wendl. (African violet). Growth conditions were as
described in Dellagi et al. (2005). The B. cinerea wild type strains BO5.10 was maintained on malt
agar medium for virulence tests and cultivated on potato dextrose agar for conidia production. For
the determination of fungal dry weight (DW) and siderophore production the fungus was cultivated
in liquid Czapek medium as described by Reignault et al. (2000) with 3% glucose as carbon source.
Liquid medium was supplemented with or without 36 uM FeS0O,.7 H,0. Cultures of 50 mL were

inoculated with a final concentration of 3 x 10° conidia mL™ and grown for 5 days.

Determination of fungal biomass and siderophores in fungal culture filtrates

Liquid cultures of B. cinerea were filtrated on tissue with 100 um pore size and the mycelium dry
weight determined by weighing the fungal biomass after 2 days drying at 80°C. Siderophores in the
culture filtrates were determined spectrophotometrically using a CAS-iron lll assay according to
Schwyn and Neilands (1987). CAS-iron absorbs at 630 nm and when a strong chelator removes the
iron from the dye, its color turns from blue to orange. Results correspond to relative absorbance per
mg fungal dry weight. Relative absorbance was calculated as follow : (A630 reference - A630 culture

filtrate / A630 reference) x 100% with uninoculated culture medium as reference.
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Plant inoculations and determination of bacterial number

For the scoring of symptoms, and determination of bacterial populations in planta, a small hole was
made with a needle within the leaf and 5 pL of a bacterial suspension at a density of 10’ C.F.U./mL
made up in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7) were spotted on the hole. One leaf per plant
was inoculated and 24-30 plants were used in each experiment. Symptom severity was scaled (Fig.
2B) as follows: 0: no symptom; 1: maceration at the site of inoculation; 2: maceration has spread to
about half of the leaf; 3: maceration has spread to the whole leaf; 4: maceration has started to
spread to the rest of the plant. Fisher’s exact test was used to compare symptom distributions
(Simple Interactive Statistical Binomial website). For determination of bacterial number, leaves were
harvested in 0.9 % NaCl and ground using a pestle and sterile sand. The resulting suspensions were

used for serial dilutions followed by plating on M9 minimal medium (Sambrook et al.1989).

For RNA extractions, callose or H,0, staining we used a syringe without a needle to infiltrate the
entire leaf or a portion of the leaf with the bacterial suspensions at 10’ CFU/mL in 10 mM MgSO,
(half a leaf was infiltrated for callose and H,0, staining). For RNAs analysis, callose and H,0, staining;

3 leaves were inoculated on each plant, 6 plants were used in each experiment.

Detached A. thaliana leaves were inoculated with B. cinerea mycelium plugs and lesion spreading

scored as described in Arbelet et al. (2010).

RNA extraction, quantitative RT-PCR

Leaves were harvested at indicated time points after treatment then frozen in liquid nitrogen. Total
RNAs were purified with TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad,CA, U.S.A.) according to the
manufacturer’s instructions. Total RNA concentration was determined using NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (NanoDropTechnologies Inc., Wilmington, U.S.A.). RNA samples were treated
with Turbo DNasel (Ambion) RNase-free to remove any DNA contamination. A total of 1 ug of DNase
treated RNA was reverse transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit and 50
ng of random hexamers following the supplier’s instructions. One ul of the 1:10 diluted cDNA was
subjected to real time gPCR using SYBR Green PCR Mastermix (Applied Biosystems) and gene specific
primers designed to amplify 100-150 bp fragments from each gene of interest and the reference
genes EF1a and rpoB used for A. thaliana and D. dadantii respectively. Primers sequences are
indicated in Table S1. Real-time quantitative PCR analysis was performed using a 7300 system
(Applied Biosystems, Foster City, CA,U.S.A.). For the fold expression of D. dadantii pectinases genes in

AACt

planta, data were expressed as 27" . For example for pelB , the fold expression at a given time point

is: 2—[[Ct pelB (+Fe )-Ct rpoB(+Fe)]- [Ct pelB (-Fe )-Ct rpoB(-Fe)]]
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Callose depostion analysis by aniline blue staining and quantification

Leaves were stained with aniline blue then examined by epifluorescence microscopy, as previously
described (Fagard et al. 2007). For each leaf, a representative image was obtained, with an exposure
time of 835 ms. Image J software was used for image analysis (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, U.S.A.). The color image was transformed into 8-bit grayscale pictures then callose

spots were counted in a field of 0.6 mm? Experiments were performed 3 times with similar results.

Hydrogen peroxide staining and quantification

H,0, detection method was adapted from Zhang and associates (2004) . At different time points
following leaf infiltration with the bacterial strain or the control 10 mM MgSQO,; leaves were excised
then stained by vacuum infiltration in a 300uM 2,7-dichlorofluorescein diacetate solution, in the dark
at room temperature. Observations were done 15 minutes later. Whole-leaf images were taken using
an Olympus SZX12 binocular magnifier and pictures were captured after 30 seconds of excitation at
470 nm. RGB split was performed on whole leaf pictures using Imagel software (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, U.S.A), green was converted into grey and mean grey values were calculated.

Experiments were performed 3 times with similar results.

Quantification of plant iron content
Leaves were harvested from healthy -Fe and +Fe plants. Iron content was determined using the

protocol described in Lanquar et al. (2010).
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CHAPITRE VI : Discussion générale et perspectives

Au cours de ma these, j'ai confirmé le réle critique du fer lors de l'interaction entre la plante A.
thaliana et la bactérie phytopathogéne D. dadantii. J'ai contribué a démontrer que la chélation du fer
par les sidérophores microbiens provoque l'induction des défenses d'A. thaliana, notamment
I'activation des défenses dépendantes de la voie de I'acide salicylique. J'ai mis en évidence que
I'expression du gene IRT1, codant un transporteur de fer racinaire, est nécessaire pour la mise en
place des défenses de la plante lors d'un traitement sidérophore et de I'infection par D. dadantii. )’ ai
également caractérisé le mutant mpk11 qui est affecté dans I'adaptation a la carence en fer et a la
réponse aux sidérophores. D'autre part, j'ai utilisé une méthode de localisation du fer qui apporte de
nouvelles informations quant a la stratégie d'utilisation du fer par la plante et du processus de

pathogénie par D. dadantii au site d'infection.

Les résultats obtenus a travers ce travail de these soulévent de nouvelles questions que je propose

de traiter dans cette discussion.

1. Comment les sidérophores sont-ils percus par les plantes?

1.1. Existe-t-il un récepteur des sidérophores chez la cellule végétale?

Les résultats de I'analyse transcriptomique montrent que la réponse de la plante aux sidérophores
est tres fortement ressemblante a une réponse a un stress biotique. En effet, les génes les plus
exprimés en réponse a la DFO appartiennent a la catégorie fonctionnelle des géenes de défense
(Figure 1.3). Ce profil de réponses est similaire a un profil d'expression de génes en réponse a un
traitement MAMP de la plante. Nous nous sommes alors interrogés sur I'existence d'un récepteur de
sidérophore chez A. thaliana. Dans un premier temps, nous avons utilisé des chélateurs de fer de
structures moléculaires différentes qui assurent la fixation de Fe®* par différents groupements : la
DFO et la CB, qui sont des sidérophores de types catécholate et hydroxamate respectivement (Figure
VI.1), et I'EDDHA, un composé de synthése. Ces trois molécules ne partageant pas de structure
conservée, I'hypothése d'un récepteur végétal commun est écartée. Lorsqu'un récepteur est présent,
une tres faible quantité de ligand est nécessaire a sa reconnaissance, comme le peptide flg22 qui est
reconnu des 2pg par FLS2 ou Fe-entérobactine qui est reconnue dés 20nM par NGAL (Felix et al.,
1999; Goetz et al., 2002). Pour déterminer la plus faible concentration de sidérophore infiltrée

responsable de la réponse chez A. thaliana, nous avons réalisé une expérience de dose-
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réponse (Figure Il. S8). Cette expérience montre qu'en dessous de 100uM de DFO, I'expression des
génes marqueurs de la réponse immunitaire et de la réponse a la carence en fer, WRKY46 et IRTI,
n’'est pas activée. Cette expérience montre également une intensité décroissante des dépo6ts de
callose entre DFO a ImM et DFO a 10uM. Ces deux arguments ne sont pas en faveur de I'hypothése

de l'existence d'un récepteur de sidérophore.

1.2. Quel est le mécanisme de perception des sidérophores chez la cellule végétale?

Les résultats obtenus précédemment dans I'équipe et au cours de cette étude démontrent que les
réponses de défense et de remodelage du métabolisme du fer dépendent de la chélation du fer.
Comme cela vient d'étre rappelé, nous avons employé des chélateurs de fer d'origines biologique ou
synthétique qui provoquent une élicitation du systeme immunitaire et une perturbation de la gestion
du métabolisme du fer chez A. thaliana. Dés lors que les sidérophores DFO et CB sont infiltrés dans
les feuilles sous la forme ferri-sidérophore Fe-DFO et Fe-CB, la plante n'induit pas ces réponses

(Figure 11.S3) (Dellagi et al., 2009).

Dans les tissus foliaires, l'infiltration de sidérophore pourrait générer soudainement et localement
des flux de fer depuis des protéines ou des compartiments de stockage vers I'apoplasme ol est
infiltré le sidérophore. La coloration du fer histologique des cellules de mésophylle nous indique que
la répartition du fer dans la paroi et les chloroplastes semble affectée par l'infiltration de
sidérophores (Figure I1.7). La coloration est alors plus intense dans la paroi et le nombre de points de
coloration diminue dans les chloroplastes apres le traitement sidérophore. La perturbation des flux
de fer ou des quantités relatives de fer entre les compartiments pourrait étre percue par la plante,
par un senseur du fer par exemple. Une autre possibilité est que la circulation du fer dans la cellule
produise du stress oxydatif par effet Fenton (Crichton, 2002). Les variations de la balance redox

intracellulaire seraient alors a l'origine des réponses déclenchées par l'infiltration de sidérophores.

Une autre hypothése sur le mécanisme de signalisation déclenché par les sidérophores peut étre
émise. Lors de l'infiltration de sidérophore, le fer disponible dans le tissu est chélaté, ce qui pourrait
provoquer une diminution de la quantité de fer disponible pour la cellule comme le suggére la
répression de I'expression de AtFER1 a 7h p.i.. Chez le riz, la perception de la quantité de fer dans la
cellule par IDEF1 dépendrait de la quantité relative des autres métaux dans la cellule (Kobayashi et
al.,, 2012). Lors d'une carence en fer, la quantité de fer disponible pour la cellule diminue,
contrairement aux autres métaux qui de ce fait sont, relativement au fer, plus abondants. Si un tel
systeme de perception du fer existe chez A. thaliana, les faibles quantités de Mn et Zn ne
permettraient pas la détection de la chélation du fer par le sidérophore dans les feuilles de irtl, et

pourrait expliquer l'absence de réponses immunitaires chez irtl. Chez irtl, la quantité de fer
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présente dans les feuilles est similaire a celle présente chez la plante sauvage, alors que les niveaux
de Mn et de Zn sont inférieurs (Figure 11.57). En effet, en comparant des plantes cultivées dans des
conditions optimales de nutrition en fer ou en conditions de carence, il serait intéressant de
déterminer si les quantités relatives d'autres métaux comme Mn, Zn et Cu sont importantes pour
I'élicitation des défenses de la plante par les sidérophores. Par ailleurs, le transport actif du fer par

IRT1 pourrait contribuer a I'activation des défenses par le sidérophore.

Dans la cellule, le fer n'est pas sous une forme libre mais associé a des protéines comme les SOD ou
alors en interaction avec des ligands tels que le citrate ou la NA (Kobayashi and Nishizawa, 2012).
Lors de traitements sidérophores, ces protéines et ligands pourraient étre privés de leur atome de
fer, ce qui provoquerait une modification de leurs fonctions ou la dégradation des protéines. Par
exemple chez les animaux, lorsque la quantité de fer diminue dans la cellule, la protéine IRP1 perd
son atome de fer et n'assure plus sa fonction aconitase, ce qui modifie I'action de la protéine qui
réprime alors la traduction d'ARNm de génes de réponse au fer (Encart I.1) (Anderson et al., 2012).
D'autre part, en absence de liaison au fer, les ligands libres dans la cellules pourraient assurer la
fixation d'autres métaux, comme une fixation du cuivre par la NA (Curie et al.,, 2008). Ces
perturbations soudaines de modification d'activité protéique ou d'ions associés aux ligands de Fe**
pourraient étre détectées par des protéines spécifiques et initier la signalisation déclenchée par les

sidérophores.

Si nous écartons I'hypothése d'un récepteur des sidérophores, il est donc possible qu'une ou
plusieurs protéines soient responsables de la reconnaissance de ces modifications. La modification
de certaines protéines peut étre surveillée comme c'est le cas pour la reconnaissance de certains
effecteurs bactériens de types IIl. Par exemple, le récepteur NB-LRR RPM1 d'A. thaliana ne reconnait
pas directement I'effecteur AvrRpm1 de P. syringae mais la modification de la cible de cet effecteur
RIN4 (Liu et al., 2011). En effet, dans la cellule végétale AvrRpm1 provoque la phosphorylation de la
protéine RIN4, et c'est la reconnaissance de la forme phosphorylée de RIN4 par RPM1 qui déclenche
I'ETI. Nous pouvons émettre I'hypothese qu’une protéine de type NB-LRR pourrait détecter une

modification d’un ligand du fer et activerait des réponses immunitaires.

1.3. Comment le signal déclenché par les sidérophores est-il transmis aux racines?

Quel que soit le mécanisme employé par la cellule végétale pour intégrer le stress créé par la
présence de sidérophore, ce signal est transmis jusque dans les racines et active I'acquisition du fer
racinaire. Au cours de ce travail, il a été montré que des événements de déphosphorylation
participent a I'activation du métabolisme du fer dans les feuilles et les racines (Figure 11.8). Bien que

dans la mise en place des réponses immunitaires nous n'avons pas mis en évidence l'intervention
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d'événement de déphosphorylation, il est possible que la perte de groupement phosphates
participent a l'activation des défenses. Tres récemment, une étude du phosphoprotéome d'A.
thaliana en réponse a la flagelline a révélé qu'en plus d'événements de phosphorylation, des
événements de déphosphorylation sont requis pour la transduction de la perception du MAMP
(Rayapuram et al., 2014). Ces résultats suggerent l'action de phosphatases dans la voie de
signalisation MAMP, et donc dans la mise en place des réponses de défense. La perte de
groupements phosphates pourrait étre un des mécanismes d'activation directe ou indirecte
permettant le relargage d'une molécule signal, tel qu'un facteur de transcription, par déstabilisation

d'un complexe protéique par exemple.

D'autre part, I'étude des phénotypes du mutant mpk11 nous donne des arguments en faveur d'un
controle de MPK11 sur la régulation de FRO2 et d'IRT1. D'apres les informations disponibles dans les
bases de données publiques, le géne MPK11 est strictement exprimé dans les feuilles. Bien que
préliminaires, ces données nous laissent supposer que MPK11 pourrait étre un acteur de la

transduction du signal des feuilles vers les racines.

Comme évoqué précédemment, la chélation du fer pourrait générer précocément, entre le
traitement sidérophore et l'activation de l'expression de IRT1 et FRO2, une modification de la
balance redox du contenu du phloéme. La circulation systémique de la séve du phloéme pourrait
alors assurer la transmission du signal de perturbation des stocks de fer de la partie aérienne jusque
dans les racines. Chez A. thaliana, un marquage radioactif de I'acide ascorbique produit dans les
feuilles a montré son transport vers les organes puits par I'intermédiaire du phloéme en condition
d’un stress d’exposition a une forte lumiére (Franceschi and Tarlyn, 2002). Parmi ces organes puits
identifiés se trouve la pointe racinaire. Un déséquilibre de la balance redox pourrait affecter la
production d’acide ascorbique, faire varier les quantités transportées dans les racines par le phloéme

et ainsi modifier la régulation de IRT1 et FRO2.

2. Comment le métabolisme du fer influence-t-il les réponses immunitaires

d'A. thaliana ?

Afin de déterminer si I'activation de la machinerie d'acquisition du fer racinaire participe a la mise en
place des réponses immunitaires, nous nous sommes intéressés a la contribution de I'acquisition du
fer via le transporteur racinaire IRT1 et a I'effet de la carence en fer sur l'infection par D. dadantii et

B. cinerea (Figure V1.2).
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Nous avons voulu connaitre |'effet du statut en fer de la plante sur le développement de la maladie
de la pourriture molle causée par D. dadantii. Pour cela, nous avons évalué des facteurs d'agressivité
de la bactérie ainsi que les réponses de défense d'A. thaliana. dans des conditions optimale et
limitante de nutrition en fer de la plante (Kieu et al., 2012). Ces expériences nous permis de
constater qu'en condition de carence en fer, la sévérité de la maladie est réduite (Figure 1V.2). Cette
tolérance n’est pas due a une augmentation des défenses de la plante. En effet, nous avons pu
constater qu’en condition de carence en fer, nous n’avons pas observé d’élévation du niveau de
défense de la plante. En revanche, cette tolérance est probablement due a une perte d’agressivité de
la bactérie. Effectivement, en condition de carence en fer de la plante, trés peu de facteurs
d’agressivité sont produits par D. dadantii (Figure V.4). Conjointement, ces résultats indiquent que le
statut en fer de la plante influence I'élicitation de ses réponses immunitaires ainsi que l'agressivité de

la bactérie phytopathogene nécrotrophe D. dadantii.

Concernant I'activation des défenses d’A. thaliana au cours de l'infection par D. dadantii, nous avons
mis en évidence le fait que la présence de fer dans la plante est requise pour linduction
d’accumulation de callose et de H,0,. De plus, au laboratoire, il a été montré qu’en condition de
carence ferrique, il n’y a pas d’activation des réponses de défenses par la CB (Dellagi et al., 2009). Ce

qui suggere que la signalisation déclenchée par la CB requiert le fer pour activer 'immunité.

Par ailleurs, lors d’un traitement sidérophore, le mutants irt1 n’est pas capable d’induire I'expression
de PR1 ni d’accumuler de la callose dans les feuilles, contrairement a ce qui est observé chez la
plante sauvage (Figure 11.9). D'autre part, l'infection de ce mutant par D. dadantii provoque des
symptomes de macération plus intenses que lorsque le génotype sauvage est infecté. Dans ce
contexte génétique, la perte d'induction des réponses immunitaires étudiées explique la plus grande
sensibilité du mutant irt1 vis a vis de l'attaque par le microorganisme pathogeéne. Ces résultats
indiquent que le géne IRT1 doit étre exprimé pour qu'A. thaliana puisse déployer la totalité de son

arsenal de défense lors de l'infection par D. dadantii.

En observant la répartition cellulaire du fer au cours de I'infection, nous avons mis en évidence une
nette différence entre les tissus macérés et les tissus sains. En effet, les tissus macérés comportent
tres peu de fer alors que les bactéries qui s’y trouvent sont chargées en fer. Ces observations

suggerent que le fer contenu dans les parois cellulaires dégradées est aquis par les bactéries.

Ces différents résultats nous indiquent que le fer est élément important, dont la présence et la
disponibilité conditionnent l'issue de l'infection. A travers la littérature, d'autres travaux montrent
I'importance du statut en fer de I'nGte végétal lors de I'infection (Liu et al., 2007; Ye et al., 2014). Par

exemple, dans le cadre de I'interaction entre la plante Zea mays et le champignon hémibiotrophe C.
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graminicola, le passage de la phase biotrophe a la phase nécrotrophe du champignon est favorisée
lorsque le mais est carencé en fer (Ye et al., 2014). Les auteurs ont mis en évidence que des plantes
non carencées en fer produisent un stress oxydatif plus important lors de l'infection qui est corrélé a
une meilleure résistance du mais contre C. graminicola. Les auteurs émettent I'hypothése selon
laquelle le fer présent dans la plante favorise la production de FAO ce qui augmente le niveau de

défense de la plante et limite la maladie.

3. Quels sont les acteurs moléculaires communs au métabolisme du fer et a

I'immunité?

3.1. La production de formes actives de I'oxygéne
Comme cela vient d'étre discuté, la production de FAO, qui contribue a la défense des plantes,
dépend du statut en fer de la plante. Nous avons vu qu'une carence ferrique limite I'accumulation

des FAO.

Au laboratoire, les travaux de thése réalisés par D. Segond ont mis en évidence que le transporteur
vacuolaire des métaux divalents NRAMP3 est nécessaire a la mise en place de certaines réponses de
défense d'A. thaliana contre D. dadantii, notamment via la production de FAO (Segond et al., 2009).
Dans cette étude, les auteurs émettent I'hypothése que la sortie du fer vacuolaire, assurée par
NRAMP3, créerait des FAO par la réaction de Fenton et amplifierait le stress oxydatif lors de

I'infection.

Lors d'un stress biotique, la production de FAO fait partie des réponses de défense basales, et sont
majoritairement produites par les NADPH oxydase RBOHD et RBOHF (Torres and Dangl, 2005). La
chélation du fer des cellules végétales par les microorganismes pathogénes en général, et
particulierement par les sidérophores, pourrait amplifier cette production de FAO. Ainsi les FAO
pourraient étre l'origine commune de la signalisation qui conduit a l'activation de réponses de

défenses et activer un signal de remodelage du métabolisme du fer dans la plante.

3.2. L'accumulation d'acide salicylique

Outre son role d'hormone végétale impliquée dans la réponse immunitaire, I'acide salicylique est un
chélateur de métaux, et notamment du fer (Nurchi et al.,, 2009). En réponse a un traitement
sidérophore, la production de SA pourrait résulter d'une stratégie de rétention du fer de la cellule

végétale.

Les résultats précédemment obtenus au laboratoire montrent que le traitement CB provoque une

accumulation de SA chez A. thaliana, et que ce traitement sur des plantes carencées en fer n'induit
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pas d'accumulation de SA. Ces données indiquent que Il'accumulation de SA en réponse au

sidérophore est dépendante du statut en fer de la plante.

Chez A. thaliana, Wu et al. ont mis en évidence que la liaison du SA a son récepteur NPR1 est réalisée
in vivo via la fixation d'un ion Cu®* (Wu et al., 2012). En effet, NPR1 fixe un ion Cu®* grace aux
cystéines 521 et 529, et la fixation du cuivre est requise pour la fixation du SA. La chélation de fer par
les sidérophores pourrait favoriser la fixation de Cu®* ou d'un autre métal par NPR1, et de ce fait
favorise la fixation du SA et activer les réponses de défenses de la plante, notamment |'expression de
PR1. Un élément en faveur de cette hypothése est que NPR1 est requis pour l'activation de

I’expression de PR1 en réponse a la CB (Dellagi et al., 2009).

4. Conclusion générale

A l'image des travaux réalisés chez les mammiféeres, ce travail démontre un lien étroit entre la
pathogénie et le métabolisme du fer chez les végétaux. Pour cela, nous avons développé une
approche originale en traitant des feuilles d'A. thaliana avec des chélateurs de fer d'origine
microbienne, les sidérophores. Cet outil nous permet a la fois d'étudier les mécanismes sous-jacents
a I'établissement des réponses immunitaires et des réponses a la carence en fer, sans modifier la
physiologie de la plante vis a vis de la nutrition en fer (Figure VI.3). Effectivement, nous avons montré
gu'en perturbant localement le métabolisme du fer, il est possible d'élever le niveau de défense d'A.

thaliana jusqu'a améliorer sa tolérance a la bactérie phytopathogene Pst DC3000.

5. Perspectives

Pour mieux comprendre la contribution des stocks de fer cellulaire dans la production de FAO en
réponse aux sidérophores, il serait intéressant de déterminer l'intensité du stress oxydatif induit par
le traitement chez le simple mutant atferl, et le double mutant ys/4 ysl6 affectés dans le stockage et
le transport du fer chloroplastique, ainsi que dans le simple mutant nramp3 affecté dans le transport
du fer vacuolaire. L’évaluation de la contribution des stocks de fer chloroplastique et vacuolaire dans
la génération ou I'amplification des FAO nous apporterait de nouvelles informations sur la circulation

du fer intracellulaire en réponse au traitement sidérophore.

Dans les feuilles, la callose est accumulée le long des nervures de la feuille. Ce patron d’accumulation
est atypique et intrigant, et il serait intéressant d’affiner I'observation des dépdéts de callose en

passant a I'échelle tissulaire et cellulaire afin de mieux comprendre quelles sont les cellules
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concernées. Pour cela, I'observation de callose en microscopie confocale pourrait étre réalisée sur
des lignées d’A. thaliana exprimant des genes marqueurs des différents types cellulaires de la feuille

couplés a des protéines fluorescentes de type GFP.

La possibilité que la chélation du fer induite par les sidérophores soit pergue suite a la modification
des concentrations relatives des différents métaux a été évoquée au cours de la discussion. Afin de
tester cette hypothése, les réponses immunitaires d’A. thaliana pourraient étre analysées suite a
I"application de stress de type carence ou exces de fer combinée avec d’autres métaux. De plus, chez
le mutant irt1, dont les concentrations foliaires de Zn et de Mn sont affectées par I'absence d’IRT1, il
serait intéressant d’évaluer 'accumulation de SA en réponse au traitement sidérophore. Les résultats
issus de ces deux approches expérimentales nous permettraient d’obtenir rapidement des

indications sur la pertinence de cette hypothése.

L'identification du gene candidat MPK11 comme acteur de la signalisation déclenchée par les
sidérophore est une piste sérieuse qu’il faut continuer a suivre. Pour cela, il sera indispensable
d’analyser les phénotypes de réponses aux sidérophores et a la disponibilité du fer de la lignée
complémentée. Il sera également nécessaire de connaitre les niveaux d’accumulation et d’activité
kinase de MPK11l dans ces conditions. Ces expériences permettront d’écarter ou d’assigner
définitivement le role de MPK11 dans la signalisation conduisant a I’élicitation des défenses et a

I’adaptation de la plante lors d’un traitement sidérophore.

La coloration Perls-DAB-H,0, nous a permis de mieux caractériser la distribution du fer a I'échelle
cellulaire dans le tissu foliaire d’A.thaliana infecté par D. dadantii. Récemment, la sonde fluorescente
RPE a été mise au point pour détecter le Fe** libre in vivo dans des cellules neuronales humaines (Wei
et al.,, 2012). En présence de Fe* libre, la molécule RPE fixe un ion Fe*" provoquant alors une
émission de fluorescence. Cette fixation du fer par la molécule RPE est réversible, ce qui permet de
suivre aussi bien 'augmentation ou la diminution de la quantité d’ions Fe*" libres dans la cellule. Bien
que cette technique n’ait pas été utilisée sur du matériel végétal, le développement de cette
méthode pourrait étre un outil puissant pour décrypter la dynamique des flux de fer au cours du

processus infectieux, ainsi qu’en réponse a un traitement sidérophore.

Enfin, un criblage génétique sur une banque de mutants ou sur des accessions naturelles

permettraient d’identifier de nouveaux genes impliqués dans la perception des sidérophores.
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6. Projet de revue: " Microbial siderophores modulate host immunity"

Dans cette revue, nous faisons un état des lieux des connaissances sur les mécanismes de
signalisation déclenchés par les sidérophores, chez les animaux et chez les plantes, qui conduisent a

I'élicitation des réponses de défense.

Nous souhaitons soumettre prochainement ce projet de revue au journal « Frontiers in Plant

Science».
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Abstract

Microbes use siderophores to obtain iron from the environment. In microbial pathogens,
siderophores are involved in irohn acquisition from the host and are necessary for full virulence. To
protect themselves against iron theft, mammalian hosts developed the hypoferremia strategy which
includes siderophore-binding molecules called sidérocaline. Beside microbial ferrisiderophore
sequestration, siderocalins are involved in triggering immunity. In plants, siderophores can trigger
immunity in several contexts. The most described situation involving siderophores is the induced
systemic resistance triggered by plant growth promoting rhizobacteria. This immunity can be
observed following root treatment with siderophore. Immunity can also be triggered by siderophores
in leaves. Recent advances in the mechanisms involved in immunity activation have been obtained.

This review describes the recent data concerning these mechanisms.
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Maintaining cells in a healthy state requires iron because this element is involved in many crucial
metabolic processes. Indeed, its ability to easily exchange an electron under a large range of redox
potentials makes iron a cofactor of choice in many enzymes undergoing electron transfer reactions.
For example, iron is required for electron transport in the respiratory chain, in cell protection against
oxidative damages as a component of peroxidases, catalases or some superoxide dismutases
(Crichton, 2002). Under iron deficiency, around 10°M Fe, bacterial cells display affected growth and
morphology, and reduced RNA and DNA synthesis have been reported (Braun and Hantke, 2011). Up
to now, lactobacilli species have been reported to be the only species living without iron needs
(Bruyneel et al., 1989). In human, iron-deficiency induced anemia can have dramatic health
consequences such as weakness and heart diseases (Gupta and Gupta, 2014). In plants, iron
deficiency results in photosynthesis malfunction which provokes typical chlorosis and growth defect

(Hindt and Guerinot, 2012).

To obtain iron from environment, the most wide spread strategy developed by microorganisms is
based on siderophore secretion and uptake. Siderophores are small molecules (less than 1kDA)
displaying high affinity for Fe(lll) as indicated by the Greek origin of the name (pherein and sideros
means “iron carrier”). The word siderophore covers a unique function which can be carried out by
different types of molecules. Thereby, siderophores are often classified in three classes according to
the chemical moieties that bind iron by donating the oxygen ligand for Fe(lll) (Figure IV.l): 1)
catecholates (which are also called “aryl caps” and include phenolates), 2) hydroxamates, 3)
carboxylates (or hydroxycarboxylates). Some siderophores can contain at least two different iron
binding moieties and are thus referred to as mixed-types siderophores. Siderophores can have
different affinities for iron. Differential affinity for iron can be compared with a chemical parameter
which is the pFe and which represents the negative logarithm of the concentration of the free metal
ion in a solution containing 10 uM total ligand and 1 uM total metal at a given pH. Usually, the pFe is
measured at a pH which is considered physiological in animal fluids i.e. 7.4. The higher the pFe, the
stronger is the affinity for iron. Siderophores are produced by virtually all microorganisms either
prokaryotic or eukaryotic with the exception of Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans
and Candida albicans. Those that cannot produce siderophores are able to use siderophores
produced by other microorganisms, so-called xenosiderophores; owing to specific cell surface
receptors. One or more siderophore per microorganism is secreted depending of the microbe and
the starvation severity. In fungi, extracellular and intracellular siderophores can exist. They can be

involved in transport or storage of ferric iron (Winkelmann, 2007)
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Iron homeostasis in gram-negative and low GC-content gram-positive bacteria is mainly controlled by
the Fur negative transcriptional regulator (Ferric Uptake Regulation). When iron is not limiting Fe(ll)
binds a putative site of 5 amino acids in the C-terminal domain of the protein, leading to the homo-
dimerization of Fur. In E. coli, there are 90 genes containing a specific inverted repeat sequence of 19
bp, called the Fur box, on which Fur binds the target gene to reduce or to turn off its expression
(Escolar et al., 1999). This set of genes includes siderophore biosynthesis genes or genes encoding
the molecular machinery of the ferrisiderophore uptake. In gram-positive bacteria, the negative
regulator DtxR, for Diphtheria Toxin Regulator, fulfils this function similarly to Fur in Streptomyces,
Corynebacteria and Mycobacteria. Alternative sigma factors, two-component sensory transduction
system, AraC-type regulators and other transcriptional factors are involved in the regulation of iron

metabolism genes in microbial cells (Miethke and Marabhiel, 2007).

Depending on the chemical structure of the siderophore, two types of biosynthetic pathways have
been described (Crosa and Walsh, 2002). The first type depends on non-ribosomal peptide
synthetases (NRPS) and concerns essentially aryl capped siderophores. The second type of
biosynthetic pathways is NRPS independant, it concerns hydroxamates and carboxylates and it is

based on a large variety of enzymatic reactions.

The NRPS pathway can be summarized in three steps: the first step is an adenylation of the precursor
amino acid, then a thiolation of the precursor amino acid and finally a condensation and a cyclization
of the derived product added to the polypeptide chain in formation. Some hydroxamates and
carboxylates can be partially synthesized via NRPSs which contribute in the building of a peptidic
backbone to which the iron-coordinating functions are attached. This is the case for ferrichrome and

ferricrocin produced by several fungi (Miethke and Marahiel, 2007).

In general, the building of hydroxamate moieties is conducted in two steps. The first consists of an N-
hydroxylation of an amino acids or a polyamine using molecular oxygen. This step is catalyzed by
flavin adenine dinucleotide (FAD)-dependent monooxygenases. The second step consists of a
formylation, but more often an acylation of the hydroxylated amine, and is usually catalyzed by acyl
coenzyme A transferases. The final construction of the siderophore relies on the assembly of the
building blocks via amide bond formation or in some cases via ester linkages like in achromobactine

(Challis, 2005).

So far, siderophore secretion systems have been described in only a few microorganisms.
Siderophores are exported from the microbial cell by efflux pumps belonging to three major
superfamilies. The major facilitator superfamily (MFS) family of proteins contain 12-14

transmembrane domains and contribute to efflux of a large range of compounds including drugs,
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metabolites and siderophores across the plasma membrane. They act in conjunction with outer
membrane proteins to excrete the transported compound outside the cell. The second type of
transporter is the resistance, nodulation and cell division superfamily (RND) of proteins which also
transport drugs, metals, metabolites across the plasma membrane but have a few transmembrane
domains and a large extra-cytoplasmic loop. The last type of siderophore efflux systems is based on

ABC-type transporter superfamily proteins. They mediate siderophore transport via ATP hydrolysis.

In gram-negative bacteria, the ferri-siderophore complex can be taken up via specific outer
membrane transporters. This process requires a “TonB complex” composed of three proteins: TonB,
ExbB, ExbD. This complex provides energy to the outer membrane transporter using the membrane
proton motive force. Then the ferri-siderophore complex is carried by an ABC transporter from the
periplasm to the cytoplasm. In gram-positive bacteria, we can find similar ABC transporter machinery

to take up ferri-siderophore complexes (Miethke and Marahiel, 2007).

Inside the microbial cell, iron is released from the ferri-siderophore complexe and therefore made
available for the metabolic needs or could be stored to avoid cellular damages. There are two major
mechanisms of iron release. The bond between iron and siderophore can be broken by the action of
reductases or by competitive chelation. Specialized enzymes can also be involved in iron release via
hydrolysis leading to a destabilization of the Fe-siderophore complex. In this case, the iron release is
a siderophore destructing process and is accompanied with an energetic cost (Miethke and Marahiel,

2007).

When the siderophore is free in the cell, it can be recycled and secreted again in the surrounding
environment. Alternatively, siderophores can be used intracellularly to maintain the iron labile pool
level and avoid oxidative damages. However, siderophore degradation can happen like in D. dadantii
where chrysobactin degradation occurs after iron reduced releasing by the CbsH peptidase (Rauscher

et al., 2002).

Role of siderophores in pathogenicity

During microbial infection, a competition for iron between the host and the microorganism may take
place. Microbes have designed specialized systems to steel iron from the host by taking up heme or
glycoproteins involved in iron transport in the organism like transferrin and lactoferrin. In addition,
siderophores are able to directly compete for iron owing to their high affinity for this element (for
review Caza and Kronstad, 2013). In this context several reports indicate that in mammalian hosts

siderophore production by microbial pathogens is required for full virulence. For instance, in the
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highly lethal fungus Aspergillus fumigatus, both intracellular and extracellular siderophores
contribute to the virulence. Indeed, deletion of key genes involved in the production of siderophores
results in reduced virulence on mice as well as reduced resistance to oxidative stress (Schrettl et al.,
2007). Pseudomonas aeruginosa is a bacterium causing important lung disease infections in
particular in cystic fibrosis affected patients, and produces several siderophores including pyoverdine
and pyochelin. Bacterial mutants unable to produce pyoverdine or pyochelin are unable to infect

mice (Cornelis and Dingemans, 2013).

Similarly, phytopathogenic bacteria and fungi can use siderophores to multiply in the host and to
promote infection (Expert, 1999; Haas et al.,, 2008). Oide et al. (2006) demonstrated that in four
ascomycetes species, Cochliobolus miyabeanus, C. heterostrophus, Fusarium graminareum and
Alternaria brassicicola, siderophores are required for resistance to hydrogen peroxide and for full
pathogenicity on their respective hosts, maize, rice, wheat, and A. thaliana (Oide et al., 2006).
Likewise, the fire blight causing agent Erwinia amylovora takes advantage of its siderophore
deferrioxamine (DFO) for the infection of apple seedlings and flowers, and for the resistance to
hydrogen peroxide (Dellagi et al., 1998). The siderophore chrysobactin promotes systemic symptom
progression of the pathogenic bacterium Dickeya dadantii on Sainpaulia ionantha and Arabidopsis
thaliana. The action of chrysobactin is supposed to be both nutritional and related to the
manipulation of the plant defence system (Dellagi et al., 2005; Dellagi et al., 2009). Biosynthesis of
the siderophore pyoverdine Pseudomonas syringae pv. tabaci was shown to be indispensable for
virulence in its host tobacco (Taguchi et al., 2010). Since the role of siderophores in pathogen
virulence have been extensively reviewed in animals and plants (Haas et al., 2008; Cornelis and
Dingemans, 2013; Franza and Expert, 2013), we will focus on an aspect of siderophore which is less

known in host-microbe interactions which is their role in modulating host immunity.

Siderophores and animal Immune responses.

Mammals have developed different strategies to limit iron availability to pathogens; it is called the
“hypoferremia strategy”. One of the mechanisms involved in this hypoferremia is to limit
ferrisiderophore uptake by bacteria via some members of the lipocalin protein family. Proteins from
the lipocalin family are characterized by a the so called “lipocalin fold”, an eight stranded antiparallel
beta-barrel that forms a binding pocket with the shape of a calyx. Siderocalins are binding proteins of
the lipocalin family involved in the binding of siderophores. The term siderocalin encompasses two

proteins: Lcnl, also called Tear Lipocalin (TL) or von Ebner's gland protein, and Scn also called NGAL
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for Neutrophile Gelatinase-Associated Lipocalin in human, or Lcn2 or 24p3 in mouse, or Q83 or Ex-

FABP in avian species (for review see Sia et al., 2013).

NGAL was first described as a protein present in human neutrophil gelatinase. This is a 25kDa
glycosylated protein constitutively expressed in myelocytes and stored in specific granules in
neutrophils. NGAL forms homodimeric- or heterodimeric-complex with gelatinase. It is known that
during inflammation, the expression of NGAL increases in serum and in epithelial cells. Experiments
have shown that KO mice for Lcn2 are more susceptible to E. coli infection than WT (Flo et al., 2004).
Moreover, in human type Il pneumocyte cells, NGAL expression is induced by lipopolysaccharide via
the TLR4 (Toll-Like Receptor 4), and by IL-1B, a cytokine involved in inflammatory responses (Flo et
al.,, 2004). A consensus sequence in NGAL gene promoter was found to be a NF-kB binding site,
required for IL-1B NGAL-induced expression. Together, these elements confer a role for NGAL in
immunity. Performing crystallography experiments, Goetz and collaborators have seen that the
recombinant NGAL protein displayed a red color in E. coli and not in insect cells (Goetz et al., 2002). It
turned out that in E. coli, NGAL was bound to the enterobactin siderophore and that red color was
due to an iron atom carried by the siderophore. Co-crystallization experiments have shown that
NGAL binds phenolate and catecholate type siderophores like carboxy-mycobactin siderophores but
cannot bind hydroxamate type siderophores (Holmes et al., 2005). NGAL is recognized by a cell
receptor called megalin, a receptor of the lipoprotein receptor family, allowing endocytosis in
epithelia tissues (Hvidberg et al., 2005). Indeed, NGAL endocytosis is abolished when over-expressing
megalin cell lines are treated with an anti-megalin antibody. Megalin has been described as the NGAL
receptor in epithelia and permits endocytosis of the siderophore-binding siderocalin (Hvidberg et al.,
2005). Willnow and collaborators (1992) showed that megalin is able to bind lactoferrin, an iron-
binding protein of the transferrin family and a component of the immunity mainly present in
mammalian secretions (Willnow et al., 1992). It is remarkable to observe that a same receptor in
different tissues is involved in binding and endocytosis of two elements of both iron metabolism and
immunity system. It will be interesting to perform cross-studies of megalin NGAL- and lactoferrin-

binding under siderophore treatments in an integrative model.

In mammals, Lcnl is a protein present in secretions, like tears, and produced in exocrine glands and
tissues and in the pituitary gland. This protein is responsible for antimicrobial properties and
contributes to epithelia protection by binding lipophilic molecules.While NGAL, was described as
displaying some specificity for bacterial catecholate-type siderophores, TL is able to bind a large
range of chemically different siderophores (Fluckinger et al., 2004). Lcnl is able to bind bacterial
ferri-siderophores like ferric enterobactin, ferrioxamin B, ferric aerobactin, but also fungal ferri-

siderophores: ferrichrocin, ferrichrome, rhodotorulic acid, coprogen and triacetylfusarinine C. In
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order to identify Lcn1 interactors, a cDNA bank screening from the pituitary glands was performed by
Wojnar et al. (Wojnar, 2001). They have shown that the Lcni-ferrisiderophore complex can be
carried by a transporter called LIMR (Lipocalin-1 Interacting Membrane Receptor) which leads the

complex to endocytosis and degradation through the proteasome pathway.

Bacteria have evolved a sophisticated mechanism to overcome recognition of their siderophores by
siderocalin (Bister et al., 2004; Fischbach et al., 2006).For instance, enterobactin can be glycosylated
at two catechol C-5 positions resulting in loss of binding by siderocalin and thus escaping this
immune system. The glycosylated forms of enterobactin are still able to chelate iron and are called
salmochelins. These data support the hypothesis of a pathogen-host coevolution around iron
acquisition by siderophores. Interestingly, siderocalins loaded with an iron chelator have also been
described as being able to contribute to iron traffic in some mammalian cells lines by binding to a
membrane receptor then by endocytosis followed by intracellular iron delivery (Devireddy et al.,

2005).

In addition to the system developed by animals to bind siderophores, activation of immune
responses in response to siderophores has been described. Using HT-29 human intestinal epithelial
cells, the effect of DFO on immunity was investigated. Choi et al. have shown that DFO
supplementation of the culture medium led to an interleukin (IL)-8 production and secretion. II-8
protein is a component of innate immunity; in intestinal epithelial cells and during infection its
production increases and contributes to neutrophil cells recruitment. This DFO-triggered IL-8
production is mediated by 3 MAPKs: MEK1, ERK1/2 and p38. Actually, MEK1 and ERK1/2 are
responsible for AP-1 transcription factor binding on IL-8 gene promoter, leading to gene transcription
and mRNA accumulation (Choi et al., 2004; Choi et al., 2007). The p38 protein is involved in p38
MRNA stabilization. To go further, authors performed a microarray analysis revealing that expression
of inflammatory-related genes is increased in HT-29 DFO-treated cells compared to untreated cells.
In this set of genes is found CCL-20, the Chemokin ligand 20, involved in attraction of immature
dendritic cells and T and B cells involved in both innate and acquire immunity of mammals (Choi et

al., 2004; Lee et al., 2005).

Siderophores and plant Immune responses.

In the rhizosphere, several bacterial species can be beneficial to plants and protect them against
pathogens. This kind of bacteria is called Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) and is able to
induce systemic resistance (ISR) and/or immunity against pathogens (De Vleesschauwer and Hofte,

2009). Many studies describe the role of siderophores as part of the ISR protective effect and have
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been reviewed in excellent reviews (Bakker et al., 2007; De Vleesschauwer and Hofte, 2009). We will

only focus on data related to the signaling mechanisms triggered by siderophores in plants.

Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 is a non-plant pathogenic a soil borne bacterium that produces
three siderophores under low iron: pyoverdin, pyochelin and salicylic acid (Buysens et al., 1996).
Several studies show that pyochelin is involved in protection against pathogens. For instance, the
damping-off caused by the plant pathogen oomycete Pythiums plendens on tomato can be reduced
thanks to the P. aeruginosa 7NSK2. On tomato seedlings, a bacterial mutant unable to produce both
pyochelin and pyoverdin, is less protective against disease than the WT strain (Buysens et al., 1996).
This mutant was complemented for pyochelin production and recovered its protective effect on
tomato indicating that pyochelin plays a major role in tomato protection against damping-off. The
authors interpret their results by a competition for iron between P. aeruginosa and P. splendens, but

they also suggest the possibility that plant immunity could be stimulated by the siderophores.

Botrytis cinerea causes grey mould on a large range of plant species. Audenaert et al. (2002) have
shown that the antibiotic pyocyanin is involved in the protection of tomato against B. cinerea and
suggest a synergistic effect between pyochelin and pyocyanin leading to accumulation of reactive
oxygen species (Audenaert et al., 2002b). Indeed, in porcine endothelial cells, pyochelin was shown
to react synergistically pyocyanin through generation of hydroxyl radicals causing cellular damage
(Britigan et al., 1992).Interestingly, petiole infiltration with pyocyanin induces ROS accumulation in
leaf. In roots, it is possible that a synergistic action of pyochelin, pyocyanin and Fe-pyochelin occurs
and results in a subtle ROS balance modification leading to the tomato resistance to B.cinerea

(Audenaert et al., 2002b).

Pseudomonas fluorescens WCS374 is able to trigger ISR-mediated resistance on rice against the leaf
blast fungal pathogen Magnaporthe oryzae. This PGPR permits a reduction in lesion number on

leaves and the emergence of small necrotic spots reflecting the resistance of the plant.

De Vleesschauwer and collaborators (2008) showed that the Pseudomonas fluorescens WCS374r
pseudobactin (Psb374) was needed to induce ISR-mediated resistance in rice CO39 under M. oryzae
infection (De Vleesschauwer et al., 2008). The authors performed soil inoculation with a WCS374r
pseudobactin deficient mutant strain and 4 to 5 days later they infected rice leaves with M. oryzae.
They observed no disease suppression on rice with siderophore mutant bacteria compared to wild
type P. fluorescens strain. To complete this study, they treated roots of rice seedlings hydroponically
grown with purified pseudobactin Psb374 prior to M. oryzae infection. Purified pseudobactin Psb374
applied to the root system led to protection of rice seedlings although it was not as effective as the

benzothidiazole (BTH) compound used as a positive control. The authors biochemically and

254



cytologically characterized the defense mechanisms triggered by pseudobactin. Root treatment with
pseudobactin Psb374 resulted in the priming of leaves for accelerated expression of defense
responses including a rapid recruitment of phenolic compounds at sites of pathogen entry, and
increased accumulation of hydrogen peroxide.To further characterize the signaling pathways
involved in the immunity triggered by Psb374, the authors investigated the involvement of the
defense hormones salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA) and ethylene (ET). They show that the
protective effect of Psb374 requires ET and JA and not SA. Rather, SA seems to antagonize
pseudobactin Psb374 effect. Taken together, these data clearly demonstrate an ET/JA dependent
priming of plant defenses in aerial parts conferred by Psb374 roots treatment, involving unknown

molecular partners to transduce siderophore triggered signal from root to shoot.

Most reports indicate that ISR triggered by siderophores does not involve SA but rather involves ET
and JA (De Vleesschauwer and Hofte, 2009). Interestingly, P.fluorescens WCS417r and CHAOr needed
intact SA production to induce ISR but did not require plant SA production since SA deficient nahG
expressing plants were still able to mount ISR (Ran et al., 2005). On hypothesis from these results is
that SA released in the rhizosphere and is channeled towards biosynthesis of pyochelin and

pyocyanin as a precursor instead of acting as an immunity signal in the plant.

To further decipher the mechanism responsible for immunity activation during ISR, van Loon et al
analyzed molecular immunity markers on cell cultures. Rhizobacteria can trigger ISR on different
plant species including model plants like A. thaliana or tobacco. To test the involvement of
siderophore to elicit this defense process, a study with purified pseudobactin from P. fluorescens
WCS417, WCS374 and P. putida WCS358 strains was performed on tobacco cells and was compared
to other well-known elicitors : cryptogein and cell extracts containing LPS (van Loon et al., 2008).
Addition of purified pseudobactin from WCS417 or WCS358 strains to cell culture medium did not
triggered ROS burst nor increase cytoplasmic Ca®*, while pseudobactin from WCS374 did as cell wall
extracts containing LPS from the same strain. This result suggests that pseudobactin and LPS from
WCS374 partially share a common signalization pathway to trigger ROS generation in tobacco cells.
Interestingly, authors tested the ability of cells to answer to a second stimulation: they first
monitored ROS accumulation of Psb374 or cell wall extracts treated cells, and then they applied
respectively cell wall extracts or Psb374 treatments on the same cellular culture. When Psb374 is
applied first, cells are able to generate a second oxidative burst in response to cell wall extracts.
Contrariwise, tobacco cells are unable to trigger a second ROS burst when they are challenged first
with cell wall extracts and then with Psb374. (This could explain why plants treated with siderophore
deficient strains or WT strains of Pseudomonas spp. do not show difference in ROS generation.). To

go further, addition of EGTA, LaCl, or DPI allowed to assign a role of phosphorylation events, Ca**
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influx and NADPH oxidase activity in the oxidative burst generation dependent on Psb374. Induction
of PAL, LOX and GST genes, defense-related gene expression following Psb374 cells treatment is
consistent with increase immunity. To confirm the ability of pseudobactin in tobacco protection
under pathogen infection, root treatment with WCS strains or pseudobactin were performed prior
the leaves infiltration with the plant pathogen Pectobacterium carotovorum. Reduction in symptoms
severity was only observed with the P. putida WCS358 strain while purified pseudobactin from the
three strains conferred plant protection. This study shows that typical immune responses can be
detected at the cellular level in plant cells and that this can be correlated to a protective effect.
Together these data show that siderophores can trigger immune responses at the root and the

cellular level.

Siderophores can also be produced by microbes that colonize aerial parts of the plant. Interestingly,
Pseudomonas fluorescens species can also trigger ISR on Eucalytus urophylla against bacterial wilt
caused by Ralstonia solanacearum. Pre-infiltration of E. urophylla leaves with WCS358 and WCS374r
strains prior to an infection with Ralstonia solanacearum lead to ISR-mediated resistance of the
plant. Using pseudobactin deficient mutants and purified pseudobactin, the authors concluded that
pseudobactin can induce ISR but it is not the only bacterial determinant of WCS374r strain able to

trigger the systemic resistance against R. solanacearum bacterial wilt.

To further decipher the molecular mechanisms involved in siderophore mediated immunity in leaves,
our group extensively studied the plant immune responses triggered by the siderophore
deferroxamine (DFO) and chrysobactine (CB) in A. thaliana. Using several strong iron chelators
including microbial siderophores (deferrioxamine, chrysobactin, ferrichrome) and a synthetic
molecule the ethylenediamine-di(o-hydroxyphenylacetic) acid (EDDHA) which is not a natural
product but usually used as a fertilizer of plants in its Fe-EDDHA form (Sequestrene®), these reports
showed clearly that iron scavenging triggers immune responses (Dellagi et al., 2009; Aznar et al.,
2014). Consistently, leaf treatment with ferri-siderophores failed to activate immunity responses.

These data raised the question of the mechanism by which siderophores activate immunity.

To address this question the physiological processes triggered by the siderophore DFO was
investigated with no a priori assumption, using microarrays. lIron homeostasis was expected to be the
most important process modulated by this highly specific iron chelator, and that immunity would be
a minor response. Surprisingly, plant immunity appeared to be the most important physiological
process activated by the DFO in leaves. In roots, the major process being activated is heavy metal
homeostasis. Siderophore treatment clearly mimics a biotic stress as demonstrated by a comparison

of the transcriptional profiles of the leaf’s response to siderophore with the “Signature tool” of
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genvestigator (https://www.genevestigator.com/gv/doc/signature.jsp). This was validated by
showing accumulation of reactive oxygen species and of the defense hormones SA and JA in treated
leaves. Cell wall rigidification was observed through accumulation of callose along leaf vascular
system. This pattern of callose deposition differs from the well-described pattern triggered by
pathogens and microbial associated molecular patterns (MAMP), which appears in the inter-vein
zone.Consistently, plant protection against the pathogenic bacterium P. syringae pv. tomato DC3000

was observed in siderophore treated leaves.

Several genes known to be up-regulated under iron deficiency are up-regulated upon siderophore
treatment. These data suggested that modification in iron homeostasis occurs in response to
siderophores. For instance, the ferritin coding gene is down regulated early after siderophore
treatment as a result of a primary “iron deficiency” like event, and is up-regulated at later times (24h
after treatment) indicating iron influx in the cell or oxidative stress. Metal quantification in roots of
treated plants showed an increase in iron and zinc concentration indicating that siderophores modify
heavy metal content in the plant. Interestingly, in leaves, no modification in metal content was
visible. However, iron distribution visualized by Perls’-DAB-H202 staining indicated that siderophores
provoked accumulation of iron in cell walls and depletion in plasts. Thus siderophores trigger strong

perturbations of heavy metal distribution in the plant (Aznar et al., 2014).

These data suggested that immunity activated by siderophores is mediated through modified iron or
other metal homeostasis. This hypothesis was confirmed by several experiments. Indeed,
siderophore treatment of iron deficient plants failed to induce the expression of immune markers
(Dellagi et al., 2009). In addition in an irt1 mutant affected in the uptake of several metals (Zn*",
Mn?*, Fe?) including iron, siderophores were unable to trigger the immune responses observed in

the WT (Aznar et al., 2014).

Discussion

From this review it can be highlighted that siderophores have potentially two opposite functions
during infection processes being both pathogenesis effectors involved in host invasion, and defense
elicitors. This dual property is also found in some protein effectors secreted by bacterial and fungal

pathogens (Bent and Mackey, 2007).

First, we have seen how mammals can neutralize iron theft from pathogens. Indeed, siderocalins
prevent certain ferri-siderophores to return to microbes thus limiting their iron nutrition. However,

microorganisms often have more than one siderophore leaving them effective. A co-evolution
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between siderophores and mammalian molecule scavenging siderophores has been noticed. E. coli
produces salmochelin siderophore differing from enterobactin by glycosylation and which cannot be
bound by siderocalin. No homolog of siderocalin is known in plants, it is still possible that another

protein could play a similar role.

Siderophores have been described for a long time as contributing to the ISR triggered by PGPR.
However, apart from a nutritional competition effect with pathogens, little information is available
concerning the underlying mechanisms involving the plant’s metabolism. In this report, we discussed
siderophores contribution to immunity responses, not in limiting iron availability to pathogen

organisms, but in triggering defenses in the plant.

Concerning the underlying mechanisms of immunity activation in plants, oxidative stress was
reported in several instances. Indeed, a combination of pyochelin and pyocynanin was suggested to
trigger immunity owing to ROS production (Audenaert et al., 2002b). In tobacco cell cultures, ROS
production was observed with the siderophore Psb374. And in A. thaliana, siderophores ware shown
to provoke ROS accumulation and differential expression of ROS metabolism linked genes.
Modifications in the redox balance is proposed to explain immunity events, reactive oxygen species
as H,0, could be the plant circulating molecule provoking a systemic spreading of defense initiation.
ROS production could be due to a Fenton effect generated by a strong and rapid modification of iron

distribution at the cell level and at the plant level.

Another process could be involved in activation of immunity responses is the modified stoichiometric
balance between metals. If some proteins can bind a set of metals and if perturbation of the metal
balance occurs, the bound metal could change (for example Zn** replaces Fe**) resulting in a “danger

|II

signal”. This danger signal could be detected like it is the case for the detection of pathogen effectors
that are injected in eukaryotic cells to modify their metabolism (Block et al., 2008). Detection of such
effectors strongly activates immune responses and hypersensitive response cell death. In the case of
siderophores, no cell death was reported. However, the fact that the transcriptome signature of the
deferrioxamine treated leaves is similar to several plant-pathogen interactions could indicate that
the signaling cascade activated following siderophore detection is similar to that of a pathogen
detection. Indeed; Dellagi et al. (2009) showed that SA pathway defense markers up-regulation
depends on the protein NPR1, EDS5 and SID2, which are known to be major regulators of the plant’s
response to pathogens (Derksen et al., 2013). One hypothesis is that, like it is the case for pathogen
effectors, siderophores could target the activity of a protein, in this case possibly a metallo-protein,

which could then be modified. If this target protein is guarded by a resistance like protein such as

those of the NB-LRR family, then immune responses will be activated. The hypothesis of a danger
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signal is comforted by the observation that immune responses are active only when the siderophore
concentration in the leaf is equivalent to iron concentration (100 uM). Under this concentration,
immune responses are not activated suggesting that the plant can buffer the presence of strong iron
scavengers up to a certain level which corresponds to its iron content. Above this level, the “danger
signal” must be activated. Activation of the “danger signal” by the siderophore must be accompanied
by iron mobilization via IRT1 because in an irt1 mutant, no immune responses can be observed. Thus,
the effect of siderophore on immunity is a combination of a local perturbation of iron distribution in

leaves and iron and possible other heavy metals uptake.

Future prospects:

An important lacking information is the exact localization of siderophores in the plants tissues. We
have discussed reports on immunity activation by siderophores applied to leaves or to roots. Vansuyt
et al, showed that pyoverdin can be taken up at the root level into the plant via an IRT1 independent
system (Vansuyt et al., 2007). In general, it would be useful to determine the exact localization of
siderophores to find their target and further characterize the mechanism by which they activate
immunity. One possibility is that siderophores trigger immunity than could be degraded. It would be
interesting to analyze using chemical methods the half live of siderophores in plant tissues. In the
environment, plants can be exposed to a variety to microbes that can be beneficial or pathogenic. All
these microbes are likely to produce siderophores. The relative stability and iron affinity of these
siderophores could play an important role in plant health. In addition, siderophore production is also
important during symbiosis, it would be worth investigating whether in this context a manipulation
of immunity is occurring (Johnson, 2008). Together these reports show that siderophores can cause
important physiological modifications in plants a better understanding of their effect would provide

valuable data to design new crop protection strategies.
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Etude du role des sidérophores microbiens dans la modulation des défenses de la plante
Arabidopsis thaliana

Le fer est un élément essentiel pour presque tous les étres vivants cependant, il est peu biodisponible et est toxique
dans sa forme libre car il engendre des formes réactives de I'oxygene via la réaction de Fenton. Pour se procurer le
fer, les microorganismes sécrétent de petites molécules nommées sidérophores ayant une trés forte affinité pour
Fe¥'. Les sidérophores sont requis pour la pathogénie de plusieurs agents pathogénes sur hotes animaux ou
végétaux, mais ce sont également des éliciteurs de défense. Des travaux antérieurs ont montré que les sidérophores
activent les défenses et les genes de réponse a la carence en fer chez Arabidopsis thaliana. L'activation de réponses
de défense par le sidérophore requiert un niveau physiologique de fer dans la plante indiquant que le fer participe a
la mise en place de ce processus. Au cours de ma these, les réponses globales de la plante A. thaliana au sidérophore
deferrioxamine (DFO) ont été étudiées par une approche transcriptome. Les résultats obtenus montrent que le
principal processus activé est I'immunité. En utilisant des chélateurs de fer différents, j'ai montré que I'effet
chélation du fer est responsable de I'activation de I'immunité. Le traitement sidérophore provoque également une
perturbation de I’"homéostasie du fer et d’autres métaux dans la plante. Dans un mutant irt1 affecté dans le transport
de plusieurs métaux lourds dont le fer, I'activation des défenses par la DFO est compromise. Par ailleurs, j'ai étudié
I'effet du statut en fer de la plante sur sa sensibilité a la bactérie pathogene Dickeya dadantii et sur I'expression des
défenses. Il apparait que le fer est requis pour la mise en place de plusieurs processus de défense en réponse a D.
dadantii. Les plantes carencées en fer sont plus résistantes a l'infection. Une quantité de fer physiologique dans la
plante est requise pour la multiplication bactérienne et pour I'expression des facteurs de pathogénie, les pectate
lyases. Le marquage du fer par la méthode Perls’-DAB-H,0, montre que celui—ci est trés peu abondant dans les
tissues végétaux contenant les bactéries qui, elles, sont chargées de fer. Dans I’ensemble, nos résultats montrent que
le fer est requis dans I'arsenal défensif de la plante mais qu’il est également un facteur limitant pour le cycle
infectieux de D. dadantii.

Mots-clés: sidérophore, Arabidopsis thaliana, défense des plantes, fer, éliciteur, Dickeya dadantii.

Study of the role of microbial siderophores in modulating immunity from the plant Arabidopsis
thaliana.

Iron is an essential element for almost all living organisms, however, it is not bioavailable and is toxic in its free form
as it generates reactive oxygen species via the Fenton reaction. To obtain iron, microorganisms secrete small
molecules named siderophores with very high affinity for Fe3 . Siderophores are required for the pathogenesis of
several pathogens on animals or plants, but they also are elicitors of defenses. Previous work has shown that
siderophores activate defenses and iron deficiency response genes in Arabidopsis thaliana. The activation of defense
responses by the siderophore requires a physiological level of iron in the plant indicating that iron is involved in the
activation of this process. In my thesis, the global response of the plant A. thaliana to the siderophore
deferrioxamine (DFO) has been studied by a transcriptomic approach. The results obtained show that the main
process being activated is immunity. By using different iron chelating agents, | have shown that the iron chelation
effect is responsible for the activation of immunity. The siderophore treatment also causes disturbance in the
homeostasis of iron and other metals in the plant. In an irt1 mutant affected in the transport of heavy metals
including iron, activation of defenses by the DFO is compromised. In addition, | studied the effect of iron status of the
plant on its susceptibility to the pathogenic bacteria Dickeya dadantii and on the expression of defenses. It appears
that iron is required for the establishment of several defense processes in response to D. dadantii. The iron deficient
plants are more resistant to infection. A physiological amount of iron in the plant is required for bacterial growth and
for expression of the virulence factors, pectate lyases. Iron staining by the Perls' -DAB - H,0, method shows that low
abundance of this metal in plant tissue coincides with the presence of bacteria, which contain high amounts of iron.
Overall, our results show that iron is required in the defense arsenal of the plant but it is also a limiting factor for the
infectious cycle of D. dadantii.

Keywords: siderophore, Arabidopsis thaliana, plant defense, iron, elicitor, Dickeya dadantii.
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