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Résumé

La Fusariose de 1’épi (FHB) est une maladie importante des céréales et en particulier du blé
tendre. Elle est causée par deux genres fongiques, le genre Fusarium et le genre
Microdochium. L’espéce Fusarium graminearum est 1’agent principal de cette maladie. Elle
affecte non seulement les rendements et la qualité des grains chez le blé, mais elle cause un
sérieux probléme sanitaire via la production des mycotoxines. L’¢tablissement de cette
maladie requiert 1’expression de génes vegétaux (facteurs de sensibilité) qui restent encore
méconnus. Afin d’étudier les événements moléculaires qui participent a la mise en place de
cette maladie sur un grain de blé tendre en développement et sensible au FHB, une cinétique
d’infection de cing points correspondant aux principaux stades développementaux du grain a
été réalisée. Ensuite, deux approches, la protéomique comparée et la transcriptomique
comparée a 1’aide de puces a ADN, ont été utilisées pour répondre a ces questions. L’analyse
protéomique a permis d’identifier 73 protéines différentiellement régulées appartenant a 5
grands groupes fonctionnels alors que 1’approche transcriptomique a mis en évidence 1309
géenes repartis dans 16 groupes fonctionnels différents. Ces deux approches ont montré que
I’infection ne bloque pas le développement du grain, mais elle induit des changements
importants dans le métabolisme primaire notamment sur la synthése de 1’amidon et des
protéines de réserve. Elle a également montré que la réponse du grain au FHB est liée au stade
développemental du grain. Cette étude apporte de nouveaux éléments nécessaires a la
compréhension de la sensibilité du blé tendre a la Fusariose de 1’épi. Cette sensibilité du grain
de blé se caractérise principalement par I’induction des mécanismes de détoxification des
mycotoxines, la mise en place des mécanismes du détournement du métabolisme carboné de
I’hote par 1’agent pathogene et le contrle de la mort cellulaire programmée des cellules
vegétales. Enfin, I’étude a permis d’établir une liste d’au moins 100 genes candidats

potentiellement impliqués dans la sensibilité du blé au FHB.

Mots-clés :  Fusarium graminearum, blé, facteurs de sensibilité, protéomique,

transcriptomique.
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Abstract

Fusarium head blight (FHB) is an important disease of cereals, particularly of wheat. It is
caused by two fungal genera, the genus Fusarium and genus Microdochium. The species
Fusarium graminearum is the principal agent of this disease. This disease affects not only yield
and grain quality in wheat, but it causes serious health problem through the production of
mycotoxins. The establishment of this disease requires the expression of plant genes
(susceptibility factors) that are still unknown. To study the molecular events involved in the
development of this disease in the susceptible wheat grain during its development, time course
infection of five points corresponding to the main developmental stages of grain was
performed. Then two approaches, proteomics and transcriptomics using DNA microarrays were
used to answer to this question. Proteomic analysis identified 73 differentially regulated
proteins belonging to five major functional groups while the transcriptomics data revealed 1309
genes involved in 16 distinct functional groups. Both approaches have shown that infection
does not interrupt grain development, but induces significant changes in primary metabolism,
mainly on the synthesis of starch and storage proteins. It also showed a link between FHB
response and the grain development. This study provides new evidence necessary to understand
the susceptibility response of wheat to FHB. The wheat grain susceptibility is mainly
characterized by the induction of detoxifying mechanisms of mycotoxins, the diversion of
carbon metabolism of the host by the pathogen and control of Programmed Cell Death (PCD)
of plant cells. Finally, the study allowed the establishment of a list of at least 100 candidate

genes potentially involved in the wheat susceptibility to FHB.

Keywords: Fusarium graminearum, wheat, susceptibility factors, proteomic, transcriptomic.
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Dans leur environnement naturel, les plantes sont capables d’établir des interactions plus ou
moins étroites avec un cortége complexe et diversifié d’organismes eucaryotes ou procaryotes.
Suivant les modalités et le devenir de ces interactions, celles-ci peuvent étre regroupées en 3

classes principales : mutualistes, symbiotiques ou parasitaires.

a- Mutualisme :
Le mutualisme est une association facultative ou les deux partenaires peuvent tout a fait vivre
I’'un sans 1’autre. Les mycorhizes sont le résultat de I'association mutualiste entre des
champignons et les racines des plantes. Dans cette association, les hyphes d’un champignon
colonisent les racines d’une plante et I’aident a obtenir des sels minéraux présents dans le sol.
En retour, le champignon bénéficie de la photosynthése de la plante sous forme de matiére
organique riche en énergie (glycogéne et du triacylglycérol) essentielle a sa survie (Parniske,
2008)

b- Symbiose :
La symbiose est une association obligatoire entre deux partenaires, car héte et symbiote
s’échangent des molécules indispensables a leur survie. L’hote ne peut pas utiliser une
ressource présente dans son biotope, tandis que le symbiote est capable d’utiliser cette méme
ressource et de la transformer en substance assimilable par 1’hote. Les lichens sont des
organismes formés a partir d’une association symbiotique entre une algue unicellulaire et un
champignon. Dans cette interaction, 1’algue puise 1’eau et les sels minéraux a partir du
champignon de fagon a assurer sa survie, et en parallele, elle assure I’approvisionnement en
glucose, produit par photosynthese, nécessaire au développement du champignon (Selosse MA,
2000).

c- Parasitisme :
Dans une interaction parasitaire, I’un des partenaires de 1’interaction symbiote porte atteinte et
vit aux dépens d’un autre organisme. Les micro-organismes parasites de plantes peuvent étre
des virus, des bactéries, des champignons, des oomycétes ou encore des nématodes. La
compréhension de la réponse de la plante vis-a-vis de ces agents pathogénes nécessite de
s’arréter sur la nature de I’interaction entre les micro-organismes phytopathogenes et la plante
hote. Il existe différents modes d’interaction entre une plante et un agent pathogéne : le cycle
infectieux peut étre de nature biotrophe (les parasites ne sont capables de se développer que

dans des tissus végétaux vivants), nécrotrophe (les parasites se développent sur des tissus
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Figure 1 : Les différentes structures d’infection chez les champignons et les Oomycetes. Le

schéma de gauche représente les différentes structures d'infection chez les champignons et les

Oomyecetes tels que des hyphes extracellulaires, ainsi que des hyphes invasives avec des invaginations

dans la membrane plasmique. Haustoria (a) et les hyphes (b) sécrétant des molécules effectrices qui

sont transportées dans le cytoplasme de la cellule hdte par des mécanismes qui restent encore

inconnus. Le schéma de droite représente des molécules effectrices sécrétées par les haustoria (a) et les

hyphes (b) et traversant les différentes interfaces biologiques (matrice extra-haustoriale/membrane

extra-haustoriale) pour les molécules sécrétées par les haustoria et (I’apoplaste/paroi cellulaire

végétale / membrane plasmique de la cellule végétale) pour les molécules sécrétées a partir des hyphes

(d'apres Petre and Kamoun, 2014).




morts) ou hémibiotrophe (parasites ayant une premiere phase biotrophe, suivie plus ou moins
rapidement d’une phase nécroptophe). Ces processus infectieux peuvent étre associés a la mise
en place de structures d’infection spécialisées, comme par exemple, les appressoria, structures
plus ou moins ¢laborées permettant a 1’agent pathogéne de fracturer les premiéres barricres
physiques que constituent les cuticules et les parois protégeant les cellules végétales, les
vésicules d’infection ou les haustoria, créant des invaginations au sein de la membrane
plasmique de I'hote, les hyphes invasives, qui explorent I'espace extracellulaire (apoplasme), et
assurent la colonisation des tissus végétaux en cours d’infection (Petre and Kamoun, 2014)

(Figure 1).

Les interactions entre une plante et les micro-organismes pathogénes ou symbiotiques sont
contrdlées par 1’émission et la perception par les deux partenaires de signaux plus ou moins
specifiques, mettant en jeu des programmes génétiques complexes conduisant & la mise en
place de structures et de réponses appropriées. De la capacité de chacun des partenaires a
percevoir précocement ces différents signaux, et suite a cette perception, a enclencher un ou des
programmes genétiques spécifiques, mécanismes de défense dans un cas, processus infectieux
dans I’autre, dépend le devenir de I’interaction (dialogue moléculaire). Les premiéres phases
de cet échange de signaux, dont I’issue va conditionner le devenir de I’interaction, est, dans

tous les cas, extrémement précoce.

Dans le cas des interactions symbiotiques, et en particulier, lors de 1’interaction symbiotique
entre les plantes de la famille des 1égumineuses et les bactéries fixatrices d’azote du genre
Rhizobium, la formation sur les racines de la plante hote de nodules fixateurs d’azote résulte
d’un échange complexe de signaux entre les cellules des tissus racinaires et les bactéries. Cela
commence par un rejet de substances dont certaines appartiennent au groupe des flavonoides
tels que les flavones, isoflavones, flavonone (Rasanen and Lindstrém, 2003) qui ont des effets
attracteurs sur certains microorganismes du sol. Une fois ce signal percu par le rhizobium, ce
dernier induit la synthese des facteurs Nod par les bactéries (Oldroyd et al., 2001). Les facteurs
Nod sont des lipochito-oligosaccharides (LCO). Leur synthése implique des enzymes des genes
communs, puis modifiés par les enzymes des génes spécifiques, qui introduisent des fonctions
ou des molécules sur le squelette oligosaccharidique. Ces facteurs Nod vont ensuite cibler le
programme organogénétique de la plante pour déclencher un programme de nodulation
(Patriarca et al., 2004). La mycorhize est le résultat d’une association symbiotique entre des

champignons de I’ordre des Glomales et les racines de plantes. Cette association fait également
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Figure 2 : Modéle en zigzag illustrant I’évolution du dialogue moléculaire entre une plante et un
agent pathogene. Ce schéma montre que I'amplitude de la résistance ou de la sensibilité a une maladie
chez les plantes est proportionnelle aux amplitudes de la PTI, d’ETS et de I’ETI. Dans la Phase 1, les
plantes détectent les PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) ou MAMPS (Microbial-
Associated Molecular Pattern) (losanges rouges) via PRR (Pattern Recognition Receptors) pour
déclencher la PAMP-Triggered Immunity (PTI), il y a un niveau de résistance basal. Dans la Phase 2,
les agents pathogeénes victorieux produisent des molécules dites effecteurs qui interférent
négativement avec la PTI pour la supprimer et entrainer ’ETS, il y a un développement de la maladie.
Dans la Phase 3, un effecteur (ronds rouges) est reconnu par une protéine de résistance de type NB-
LRR et induit I’ETI, une version de la PTI amplifiée qui passe souvent un certain seuil peut induire la
HR. La résistance est spécifique. Dans la Phase 4, les agents pathogenes qui ont perdu ou modifié
I'effecteur rouge peuvent gagner de nouveaux effecteurs par des flux horizontaux de génes (ronds
bleus), ceux-ci peuvent a leur tour contribuer a la suppression de ’ETI et induire le retour a un état
sensible (ETS). Dans la Phase 5, la sélection favorise 1’apparition de nouvelles protéines de résistance
(nouveaux alleles NB-LRR) qui peuvent reconnaitre un des effecteurs nouvellement acquis, induisant

de nouveau une ETI (d'apres Jones and Dangl, 2006).



intervenir un dialogue moléculaire entre les deux partenaires. Par analogie avec les facteurs
Nod, les facteurs Myc, synthétisés par des champignons du sol jouent un réle de signaux
symbiotiques qui permettent une stimulation de la formation des mycorhizes. Ces facteurs Myc
sont des lipochito-oligosaccharides (LCO) appartenant a la méme famille chimique que les
signaux symbiotiques Nod (Maillet et al., 2011).

Dans le cas d’une interaction pathogéne, les deux partenaires vont établir tres tot un échange
de signaux dont I’issue va conditionner le devenir de I’interaction pathogéne, résistance de la
plante si celle-ci a réussi a mettre en place un mécanisme efficace de défense, sensibilité si
I’agent pathogéne a eu la possibilité de développer son processus infectieux. Bien que dans
leur milieu naturel, les plantes soient constamment exposées a des micro-organismes
pathogenes, le développement d’épidémies reste une situation exceptionnelle. En effet, le
développement de I’infection dépend de nombreux facteurs, dont I’efficacité des mécanismes
de défense de la plante, I’agressivité de I’agent pathogéne, les conditions environnementales.
Les mécanismes de défense sont généralement classés en deux classes. Ils peuvent étre passifs
tels que les différentes barriéres physiques naturelles (cuticule, cire, cutine, stomates, paroi
pecto-cellulosique) qui empéchent la pénétration de 1’agent pathogeéne ou des barrieres
chimiques (composés antimicrobiens) assurant une protection efficace de la plante ou actifs qui
sont induits lors d’un phénoméne d’infection ou de blessures. Cependant, certains micro-
organismes parviennent & mettre en place des stratégies qui leur permettent de franchir ces
barriéres, de les contourner et de coloniser la plante héte via la production et 1’action des
toxines, d’enzymes, de cutinases, de cellulases et des pectine-methyl estérases. L’évolution de
ces stratégies infectieuses a ¢été marquée par un passage progressif d’agents pathogenes
facultatifs qui peuvent attaquer une large gamme d’hotes a des agents pathogénes obligatoires
nécessitant une relation étroite avec leurs hétes. Toutes ces stratégies se retrouvent chez les
agents phytopathogenes (bactéries, champignons, virus). Les moins évoluées d’entre elles,
impliquent des mécanismes de reconnaissance non-spécifiques entre la plante hote et son agent
pathogene comme la PTI (PAMP-triggered immunity) déclenchée par la reconnaissance des
PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns) par les PRP (PAMP recognition receptors).
Cette immunité est I’'une des stratégies développées par la plante pour bloquer la colonisation
par I’agent pathogene (Chisholm et al., 2006) (Figure 2). Chez les champignons, les PAMP
sont le plus souvent représentées par la chitine, un constituant majeur de la paroi fongique.
Deux récepteurs qui reconnaissent cette molécule ont été identifiés chez le riz et Arabidopsis

thaliana (CERKZ1, CEBIP). Plusieurs études ont montré que certaines molécules sécrétées par
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Tableau 1. Apercu des principaux effecteurs de champignons nécrotrophes décrits dans la
littérature et de leurs cibles végétales. Ce tableau résume les différents effecteurs de champignons
nécrotrophes identifiés et décrits dans la littérature, leur nature biochimique, leur cible végétale et

I’article de référence (d'aprés Vleeshouwers and Oliver, 2014).

Agent pathogene Structure de Geéne de . -
(Plante) SlEEEL Peffecteur résistance Sl eI
Cochliobolus . .
- ? -
hetetrostrophus T-toxin Polyketide ? T-Urf13 (Wolpert et al., 2002)
C. carbonum Tox1 NRPS Hm-1 Histones (Walton, 2006)
- S Glycine (Navarre and Wolpert, 1995 ;
C. vicroriae Victorin NRPS Vb/Lov1l decarboxylase Wolpert et al., 2002)
Alternaria Aminopentol
alternata AL P ? Asc (Wolpert et al., 2002)
ester
(Tomato)
Alternaria Aminopentol ” .
alternata (Apple) AM ester ? Asc (Saito et al., 2001)
Alternaria Aminopentol
alternata AK estgr ? Asc (Tanaka and Tsuge, 2000)
(Japanese pear)
Rhyn;:gco;ﬁgrlum NIP1 Protein Rrsl PM ATPase (Schiirch et al., 2004)
Parastagonospora ToxA Protein Tsnl ToxABP (McDonald et al., 2013)
nodorum
Pyrenophora ToxA Protein Tsnl ToxABP (Oliver, 2012)
tritici-repentis
Pyrenophora . . .
tritici-repentis ToxB Protein TSC2 ToxABP (Ciuffetti et al., 2010)
Parastagonospora Tox3 Protein Snn3 ? (Liu et al., 2009)
nodorum
Parastagonospora Tox1 Protein Snnl ? (Liu etal., 2012)
nodorum
Botrytis cinerea NEP1-like Protein ? ? (Staats et al., 2007)




les agents pathogenes (effecteurs ou facteurs Avr) sont capables de réprimer la PTI, ce qui
permet a I’agent pathogéne de s’installer et de se développer dans les tissus de I’hdte et donc
d’entrainer le développement des symptomes de la maladie ou I’ETS (Effector Triggrered
Susceptibility). Les stratégies les plus évoluées impliquent des mécanismes de reconnaissance
spécifiques et sophistiqués entre la plante et I’agent pathogéne. Parmi ces systemes de
reconnaissance, le plus connu et le plus étudié est la réaction dite géne pour géne. En effet, au
cours de leur processus infectieux, les agents pathogénes expriment un géne dit d’avirulence, le
produit de ce gene est reconnu par la plante via le produit du gene de résistance R. Cette
reconnaissance conduit a 1’apparition des nécroses des tissus végétaux autour du point d’entrée
d’un pathogéne ce qui empéche le développement de I’agent pathogéne (Flor, 1971). Les
premiers genes Avr ont été identifiés chez les bactéries (Staskawicz et al., 1984) et le premier
géne Avr fongique a été cloné en 1991 (van Kan et al., 1991). Au cours de la coévolution des
plantes et de leurs agents pathogenes, les plantes ont développé une batterie de mécanismes de
défense pour contre-attaquer les différentes stratégies développées par les agents pathogeénes.
En outre, au cours de 1’évolution, les plantes ont su développer d’autres moyens pour faire
échouer les stratégies des agents pathogénes. Parmi elles, I’ETI (Effector Triggered Immunity)
qui entraine une réaction de défense rapide de la plante en incluant la réponse hypersensible ou
HR (Mur et al., 2008), dont la composante principale est un processus de mort cellulaire
génétiquement programmeée affectant les cellules localisées au point d’infection. Les stratégies
infectieuses développées par les différents agents pathogénes et les réponses de 1’hdte afin de
les contrecarrer sont en perpétuelle course évolutive, leur coévolution a permis aux agents
pathogenes de créer des mutations dans les effecteurs existants ou de développer de nouveaux
effecteurs qui permettent de contourner I’ETI, induisant le développement chez la plante de

nouveaux facteurs de résistance, et ainsi de suite (Figure 2) (Jones and Dangl, 2006).

La sensibilité d’une espece végétale a un agent pathogene est définie comme 1’incapacité de
cette espéce a restreindre la croissance et le développement d’un micro-organisme pathogéne
ou d’un ravageur donné, ce qui conduit a I’établissement d’une interaction compatible entre
cette espéce végétale et cet agent pathogene. Il est maintenant admis que la sensibilité de la
plante, et donc le développement des symptomes de la maladie causée par 1’agent pathogene,
résulte principalement d’un processus actif dont la composante principale est un processus de
manipulation parasitaire, dont 1’objectif est de créer dans les tissus végétaux en cours

d’infection, un environnement plus favorable au développement de 1’agent pathogene :
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Tableau 2: Les principaux facteurs (génes) de sensibilité identifiés dans la littérature et classés

selon leur fonction. Ce tableau décrit les différents genes de sensibilité identifiés dans la littérature

avec le produit du gene, la plante chez laquelle a été identifié, maladie induite par sa présence et enfin

les différents phénotypes associés a sa mutation.

Geéne de
sensibilité

Le produit du
gene

La plante
hote

La maladie

Autres phénotypes de la plante (Effet
pléitropique de la mutation du gene)

Structure de la

cuticule et de la paroi

Arabinogalactan protein

RAT1/ AGP17 (cell surface) Arabidopsis Crown Gall disease none reported
RAT4/ CSLA9 Mannan synthase_/ Arabidopsis Crown Gall disease fewer lateral roots

cellulose synthase-like

Transcription facor (Zn-
IRG1/ PALM1 finger) controlling wax Medigaco Leaf rust, Anthracnose modest alteration of leaf morphology

biosynthesis

Glycerol-3-phosphate T . . .

RAM2/ GPA7 acyl transferase, cutin Medicago Bud/fruit rot impaired interaction/penetration of (beneficial)

biosynthesis

arbuscular mycorrhizal fungi.

Dynamique membranair

e et établissement des haustoria

Membrane anchored

AtMLO7 (NTA) protein Arabidopsis Powdery mildew impaired pollen tube reception
Genotype-dependent lesions and early senescence.
Increased susceptibility to necrotrophs (Bipolaris/
HvMLO Membrarlz)(iea;gchored Barley Powdery mildew Cochliobolus and Magnaporthe), can be minimized
P with SAR induction or by stacking with emr1.
Reduced colonization beneficial mycorrhiza.
Strawberry (using
PpMLO1 Membrane e_\nchored peach RNAI Powdery mildew none reported
protein
construct)
PSMLOL1 (erl) Membr;rr:)eieeingchored Pea Powdery mildew none reported (no effect on mycorrhizae)
TaMLO Membrane anchored Wheat Powdery mildew none reported
protein
CaMLO2 Membrane a_\nchored Pepper Powdery mildew, Bacterial Reduced tolerance to drought stress
protein leaf spot
AMLO2=P MR2(MLO Membrane e_\nchored Arabidopsis Powdery mildew early senescence
6/12) protein
Transmembrane protein,
HVLFGa (1 of 5 genes) Lifeguard- / BAX Barley Powdery mildew none reported
inhibitor- like protein
Transmembrane protein, Lo
AtLFG1/2 (2 of 5 genes) Lifeguard- / BAX Arabidopsis Powdery mildew none reported fr?ir ;?EC:'XL%:?IWT;:;?E;S' unknown for
inhibitor- like protein g
Transmembrane protein, .
BI-1 Bax inhibitor-1 Barley Powdery mildew none reported
ARF-GAP (ADP- . s .
AtAGD5 ribosylation factor - Arabidopsis Downy mildew |ncreaissei3(; s[er:]j';\flég 2%20{; -dag?\;te(}de Z';grsﬁg]s iphe
GTPase activating factor) pist), p :
none reported (potential role in epidermal cell and
HVRAC1 ROP (Rho-like GTPase) Barley Powdery mildew root hair development, sensitivity to rice Blast
pathogen and dehydration (based on OX data).
none reported (potential role in epidermal cell and
HVRAC3 ROP (Rho-like GTPase) Barley Powdery mildew root hair development, sensitivity to rice Blast
pathogen and dehydration (based on OX data).
none reported (potential role in epidermal cell and
HVRACB ROP (Rho-like GTPase) Barley Powdery mildew root hair development, sensitivity to rice Blast
pathogen and dehydration (based on OX data).
OsRAC4 ROP (Rho-like GTPase) Rice Rice Blast fungus none reported
OsRAC5 ROP (Rho-like GTPase) Rice Rice Blast fungus none reported
none reported (potential role in osmotic stress, based
OsRACB ROP (Rho-like GTPase) Rice Rice Blast fungus on

OX; less sensitive)




contourner les mécanismes de défense de 1’hote, acquérir les éléments nutritifs, assurer sa
multiplication et sa dissémination (Poulin, 2011). La notion de manipulation parasitaire est
apparue pour la premiere fois dans les années 1950, puis a été rediscutée a partir des années
1970, et progressivement étendue a toutes les principales classes d’agents pathogénes : Virus,
bactéries, oomycétes, champignons (Lefévre et al., 2009). Cette manipulation parasitaire repose
sur la modification ou la suppression de fonctions et processus cellulaires plus ou moins
importants (mécanismes de défense, métabolisme primaire, développement, cycle cellulaire,
...). Cette manipulation parasitaire va mettre en jeu deux types d’acteurs : les effecteurs, qui
composent I’arsenal plus ou moins complexe utilisé par I’agent pathogéne pour manipuler son

hote, et les facteurs ou génes de sensibilité, cibles végétales de ces effecteurs.

Ces dix derniéres années, le développement des outils d’analyse massive des génomes et de
leur expression, et de validation fonctionnelle a conduit a I’identification et a la caractérisation

de nombreux geénes de sensibilité et d’effecteurs.

Un effecteur est une molécule, le plus souvent de petite taille, secrétée par 1’agent pathogéne au
cours des étapes précoces de I’infection, dont le réle est de participer a la création d’un
contexte cellulaire et physiologique plus favorable au développement de [l'infection et la
colonisation de la plante I’hote. Le mécanisme général est I’interaction de cet effecteur avec
une cible végétale, conduisant a la modification ou a la suppression de 1’activité normale de
cette cible (Vleeshouwers and Oliver, 2014). Les effecteurs ont été d’abord identifiés et étudiés
chez les bactéries pathogénes des plantes (Gopalan et al., 1996). Au cours de cette derniere
décennie, plusieurs effecteurs d’oomycetes et de champignons filamenteux opérant a ’intérieur
de la cellule hote au niveau du cytoplasme ont été identifiés (Dong et al., 2011 ; Djamei et al.,
2011 ; Park et al., 2012), ces molécules effectrices peuvent cibler différents compartiments
cellulaires (Bozkurt et al., 2011 ; Win et al., 2012). Une grande majorité de ces effecteurs ont
une localisation, soit nucléaire (Caillaud et al., 2012), soit cytoplasmique, comme les effecteurs
TAL des bactéries pathogenes du genre Xanthomonas et SAP11 des phytoplasmes, soit
mitochondriale ou chloroplastique a 1’instar de 1’effecteur HopG1 de Pseudomonas syringae,
Au sein d’un méme organite ciblé, une méme famille d’effecteurs peut induire des phénotypes
différents. Ainsi, I’effecteur Hopll induit une réduction de la respiration et une augmentation
du niveau des especes réactives d’oxygeéne (Block et al., 2010), alors que I’effecteur HopG1
perturbe la structure des thylakoides (Jelenska et al., 2007). De plus, ces effecteurs peuvent

induire diverses modifications biochimiques (phosphorylation des protéines, acétylation des
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Stomates et portes d'entrées

L-type Lectin Receptor

LecRK-V.5 Ki Arabidopsis Bacterial speck none reported
inase
Plasma membrane . . . none reported for single mutants, but double mutants
AHA1/2 ATPase Arabidopsis Bacterial speck are likely lethal.
lethal if R-genes RPM1 and RPS2 are present
RIN4 NOI domain protein Arabidopsis Bacterial speck (guarding
RIN4)
Suppression de la PTI
bHLH25/27 transcription factor Arabidopsis Cyst nematode no clear effects, probably slightly fewer lateral roots
Bacterial wilt, fruit/root rot,
CESA4/7 Cellulose synthase Arabidopsis Grey mold/rot, Powdery none reported
mildew
Bacterial wilt, fruit/root rot,
CESA8 Cellulose synthase Arabidopsis Grey mold/rot, Powdery increased ABA, enhanced drought tolerance
mildew
early senescence old leaves, increased sensitivity to
. necrotroph (Alternaria) and non-adapted
EDR1 MAPKKK Arabidopsis Anth;?:\:]\lg:e:ryljrglrllg?e,;’fs ot hemibiotroph (Colletotrichum gloeosporioides),
! P increased sensitivity to drought, increased Eth
response
OsMAPK5 MAP kinase Rice Blight/Rot, Blast fungus increased sensﬂlVlt):j:gl?é)r:%tlc stress (cold, salt,
PTP1 Protein Tyrosine Arabidopsis Bacterial speck none reported
phosphatase
Transcription factor . . . increased sensitivity to Viral infection, salt stress, and
AtWRKYS8 WRKY Arabidopsis Bacterial speck Botrytis, and Salt
OSWRKY4 Transcription factor ) ) ) increased sensmw_ty to rice blast (M. oryzae),
5.1 WRKY Rice (cv. Japonica) Rice Blast o increased
ABA sensitivity (no effect on salt tolerance)
SPL11 Ubiquitin: E3 Ubiquitin Rice Rice blast, Bacterial blight | ™ SPontaneous lesions, delayed flowering (long
ligase day)
PUB22/23/ Ublqumn:_ E3 Ubiquitin Arabidopsis Downy Mildew, Bacterial None reported. But INcreased drought tolerance
24 ligase speck
bHLH3/13/ Transcription factors Arabidopsis Grey mold/rot, Beet increased sensitivity to biotroph (Pseudomonas)
14/17 armyworm
none reported in Ws background BUT in Col-
MKP1 MAPKinase phosphatase Arabidopsis Bacterial speck knockout is stressed and smaller (SNC1 dependent).
Hypersensitive to acute UV-B stress
. . . - increased sensitivity to necrotroph (Botrytis) and to
MKP2 MAPKinase phosphatase Arabidopsis Bacterial wilt oxidative stress
S3H SA-3-hydroxylase Arabidopsis Bacterial speck early/accelerated senescence
AtWRKY23 Transcvr\ll;'aatrlg\r} factor Arabidopsis Cyst nematode reduced root growth, hampered embry development
Suppression de I'ETI
ACD11 Sphlngsf(;?;;ransfer Arabidopsis XX extreme dwarf, lesion mimick
. double mutant has reduced leaf and root growth at
FAH1/2 Fatt{sAﬁ'ii I-(|))|/Idrltd)>s<)y lase Arabidopsis Powdery mildew long- day conditions, increased sensitivity to
phingolip hemibiotroph (Verticillium longisporum).
FAD7/FAD Fatty Acid Desaturase increased susceptiblity to Pseudomonas (avirulent),
involved in oxylipin/JA Arabidopsis Aphid and Botrytis, drought, cold and heat (? Latter unclear).
8(/FAD3) !
synthesis Altered phloem structure.
Fatty Acid Desaturase increased susceptiblity to other insects; Whitefly, and
FAD7 (spr2) involved in oxylipin/JA Tomato Aphid tobacco hornworm. Probable increased sensitivity to
synthesis cold (OX is more tolerant)
EDR?2 STARTdomain and Lipid Arabidopsis Powdery mildew, Downy slightly smaller and curled leaves, more sensitive to

binding domain (P1-4-P)

mildew

scenescence/ethylene




protéines, ubiquitination ... etc.) au sein de la cellule hote pour supprimer la fonction de
certains génes (Deslandes and Rivas, 2012). Ainsi, ’effecteur CRN8 de Phytophthora
infestans, adressé vers le noyau des cellules végetales et qui possede une activité kinase au sein
de la cellule végétale (Phosphorylation des protéines de la plante), peut induire la mort
cellulaire chez la plante hote infectée (van Damme et al., 2012). L’effecteur HopZla de
Pseudomonas syringae, transloqué dans la plante hote via le systeme de sécrétion de type IlI,
est capable d’acétyler la tubuline d’Arabidopsis thaliana ce qui conduit a une diminution
drastique des réseaux de microtubules, qui fragilise la paroi végétale et diminue les défenses de
la plante hote (Lee et al., 2012). La protéine AvrPtoB de Pseudomonas syringae, egalement
injectée via le systeme de sécrétion de type Il dans les cellules de Tomate, va y exercer une
activité ubiquitine ligase qui va contribuer a supprimer I’immunité de la plante (Abramovitch et
al., 2006). Le role des effecteurs dans la suppression de la PTI et dans 1’établissement de I’ETS
est démontré plusieurs fois dans les interactions plantes-agents pathogenes (Hoefle and
Hickelhoven, 2008). La fonction premiére des effecteurs sécrétés par les agents pathogénes est
de supprimer I’immunité innée de la plante en interagissant avec des protéines spécifiques de
I'nbte (cibles d’effecteurs) (Nomura et al., 2005 ; Jones and Dangl, 2006). Par exemple,
I’effecteur HOpAI1 secrété par la bactérie Pseudomonas syringae supprime la PTI en inactivant
la MPK3 et la MPK6 d’Arabidopsis thaliana. Ces deux MAP kinases jouent un role clé dans
’activation de la cascade de signalisation qui aboutit a I’activation de la réponse immunitaire
de la plante (Zhang et al., 2007a). Cependant, certains effecteurs suppriment I’immunité innée
de la plante par une activation de leurs cibles, dans ce cas ces cibles sont des régulateurs
négatifs du systtme immunitaire de la plante. Chez le champignon Cladosporium fulvum,
pathogene de la tomate, il existe deux familles d’effecteurs : la premiere famille correspond aux
facteurs d’avirulence Avr2, Avrd, Avr4E, Avr9 dont I’interaction, directe ou indirecte, avec les
produits de génes de résistance Cf-2, Cf-4, Cf-4E et Cf9, conduit & la mise en place de nécroses
localisées de type HR. La deuxieme famille correspond aux génes qui codent pour des
protéines extracellulaires ou ECPs. Les protéines ECP1, ECP2, ECP4 et ECP5 sont également
capables d’induire une réaction hypersensible (HR) chez la tomate, leurs cibles végétales sont
les produits de genes de résistance Cf-ECP1, Cf-ECP2, Cf-ECP4, Cf-ECP5 (Soumpourou et
al.,2007). Quant aux génes ECP6 et ECP7, ils sont clonés, mais leurs cibles sont encore
inconnues (Bolton et al., 2008). Chez les agents pathogénes fongiques de type biotrophes, les
effecteurs sont majoritairement des genes Avr, reconnus par les génes R de la plante héte. En
effet, I’absence du geéne R correspondant chez certains génotypes augmenterait la sensibilité de

la plante a ’agent pathogene et conduirait a la mise en place d’un mécanisme de défense de
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Remobilisation des réserves de I'hote

SWEETI11

= Xal3 = 0s8N3 Sugar transporter Rice Bacterial blight pollen abortion, dwarfing
. - none reported; a non-responsive promoter might not
SWEET12 Sugar transporter Rice Bacterial blight have a phenotype
S\iVEETla Sugar transporter Rice Bacterial blight none reported; a non-responsive promoter might not
= Xa25 have a phenotype
SWEET14 . . . none reported; a non-responsive promoter might not
= Os11N3 Sugar transporter Rice Bacterial blight have a phenotype
SWEET15 Sugar transporter Rice Bacterial blight none reported; a non-responsive promoter might not
have a phenotype
COPT1/5 Copper transporters Rice Bacterial blight none reported
Détournement des voies métaboliques de I'hote
DMR1 Homoserine Kinase Arabidopsis Downy mildew none reported for point-mutations, but null allele is
probably lethal
DMR1 Homoserine Kinase Tomato Powdery mildew dwarfing
UPA7 Expansin Pepper Bacterial spot not tested
bHLH Transcription Pepper (C
UPA20 factor, induces expression PP ’ Bacterial spot none reported (transient silencing VIGS)
annuum)
of UPA7
RSP1/AK2 Aspartate kinase Arabidopsis Downy mildew reduced plant size
ADH Alcohol dehydrogenase Barley Powdery mildew none reported (transient 0x, 0x In single cell
complementation)
increased pectin levels. reduced size, smaller cells due
PMR5 Pe((:te?t;bisbt;e r)a se Arabidopsis Powdery mildew to reduced cell wall expansion, unchanged
p Y susceptibility to Pseudomonas and Peronospora
reduced size, microlesions along veins. Leafs smaller
PMR6 Pectate lyase Arabidopsis Powdery mildew and cupped upward. Unchanged suscpetiblity to
Pseudomonas DC3000 and Peronospora Emco5
increased susceptibility to Aspergillus (necrotroph)
LOX3 Linoxvaenase Maize Anthracnose blight, and Root Knot Nematodes, moderately reduced
poxyg southern blight, stalk rot growth and delayed seed germination, earlier
senescence
Endoréduplication et réplication
Cdh1-type activators of
CCS52A the anaphase-promoting Medicago Rhizobium reduced growth under low nitrate or ammonium
complex
MYB3R4 MYB transcription factor Arabidopsis Powdery mildew none reparted (onl)_/ if °_0mb'"9d with myb3r;
cytokinesis defects)
transcription factor
containing C2H2 zinc
PUX2 finger domain, a a PUB Arabidopsis Powdery mildew none reported
domain and a C-terminal
UBX domain
TOM1/2A/3 transmembrane proteins ] . . .
THHL (tonoplast) Arabidopsis Tobamovirus none reported, even for triple tom1/3/thh1
transmembrane proteins Tobacco . none reported, but double 1/3 silencing is slightly
NbTOM1/3 (N.benthami an Tobamovirus !
(tonoplast) smaller
a)/(N.taba cum))
AtDBP1 DNA binding protein Arabidopsis Potyviruses none reported
phosphatase
DEAD-box RNA
AtRH8 / PpDDXL helicase- like protein, has | Arabidopsis, Peach Potyviruses none reported
homology with elF4A
elFAEL/2 Eukaryotic (translation) I-E%m::;éfﬁ] Potyviruses plants are smaller (RNAI targets both copies). [not
Initiation Factor elFAE ycop Y effective against 4 non potyvirus strains]
LSP1/ Eukaryotic (translation)
elF(is0)4E Initiation Factor Arabidopsis Potyviruses none reported

elF(iso)4E




type ETS (Effector Triggered Susceptibility). Chez les agents pathogenes fongiques
hémibiotrophes, des effecteurs supprimant la mort cellulaire sont produits dans les premieres
phases du processus infectieux. Ensuite a des phases plus tardives, ces effecteurs suppresseurs
de la mort cellulaire sont remplacés par des effecteurs inducteurs de nécroses (mort cellulaire).
Ce qui explique la transition de la biotrophie a la nécroptrophie des champignons
hémibiotrophes. Ce méme mécanisme a été également observé chez Phytophthora infestans. En
effet, durant les étapes précoces de la phase biotoprophe de P. infestans, la proteine Avr3 est
transloquée, dans les cellules de I’hdte. Avr3 stabilise la protéine E3 ligase végétale qui va a
son tour participer a la dégradation du facteur INF1, ce qui induit la mort cellulaire (Bos et al.,
2010). La reconnaissance de la protéine Avr3 par la protéine végétale R3a va permettre la
relocalisation de la protéine Avr3 du cytoplasme vers les vésicules du systéme d’endocytose.
Cette relocalisation est indispensable a la signalisation conduisant a I’hypersensibilité (Bos et
al., 2006). De plus, il a été constaté que les effecteurs de type Avr spécifiques de la phase
biotrophe des Oomycetes sont riches en motifs RXLR. Ces motifs sont supposés jouer un role
clef dans le transport et dans la translocation de ces effecteurs dans les cellules végétales (Birch
et al., 2008). Enfin, chez les champignons pathogenes nécrotrophes, les effecteurs dits de
nécrotrophie (Necrotrophic effectors) peuvent étre des molécules de diverses origines (cf
Tableau 1). Enfin, les vésicules d’infection et les haustoria, décrits comme des structures
d'alimentation permettant aux parasites d’acquérir les éléments nutritifs, sont maintenant
également connues pour participer a la sécrétion et a la translocation dans les cellules végétales
des effecteurs (Whisson et al., 2007; Rafiqi et al., 2010).

Un facteur de sensibilité est une molécule ou un ensemble de molécules de 1’hote
indispensables au développement de 1’agent pathogéne. Dans certains cas, ces facteurs peuvent
étre détournés par 1’agent pathogéne envahisseur via 1’action des effecteurs synthétisés par ce
dernier. Les cibles de ces effecteurs et les molécules de 1’hote contribuant a leur action sont des
facteurs de sensibilité ; ils opérent ensemble a l'avantage de 1’agent pathogene. Quand cette
molécule est une protéine, c’est-a-dire un produit d’un géne, on parle de geéne de sensibilité.
Les premiers facteurs de sensibilité caractérisés ont été des métabolites végétaux qui sont
capables d’induire I’expression de génes de 1’agent pathogéne ou servir d’attractant chimique,
C’est le cas de I’acétosyringone, une molécule phénoligue de la plante responsable de attraction
d’Agrobactérium tumefaciens, un agent responsable de la «galle du collet» (Engstrom et al.,

1987). Par la suite, d’autres facteurs de sensibilité de nature protéique ont été caractérisés.
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Figure 3 : Etapes clefs d’un cycle infectieux d’un agent pathogéne chez une plante héte sensible.
La sensibilité d’une plante hote a un agent pathogene peut étre décomposée en 3 étapes clés : (i)
attraction de 1’agent pathogene par des molécules d'origine végétale, stimulation de son attachement et
son développement a la surface des tissus de I'héte, (ii) pénétration de 1’agent pathogéne et mise en
place de structures d’infection spécialisées comme les haustoria, (iii) acquisition des éléments nutritifs

nécessaires a son développement par 1’agent pathogéne (d'aprés Lapin and Van den Ackerveken).



Plusieurs genes de sensibilit¢é aux différents types d’agent pathogénes (bactéries, virus,
nématodes, champignons et Oomyceétes) sont déja decrits dans la littérature. Ces géenes peuvent
intervenir a chaque étape du cycle infectieux de 1’agent pathogéne pour aboutir finalement a
son installation (Figure 3). Il y a donc des facteurs de sensibilité qui contribuent a la
reconnaissance et a la pénétration de la plante héte par un agent pathogene donné via
I’induction des changements structuraux au niveau de la paroi et de la cuticule (Figure 4)
(Tableau 2). Par exemple, la cutine, un composant important des plantes peut jouer un réle
positif dans la sensibilité a certains agents pathogenes. Le mutant du géne ram2 de Medicago
truncatula qui code pour I’enzyme glycérol-3-phosphate acyltransferase impliquée dans la
biosynthése de la cutine montrait une résistance accrue a 1’oomycéte Phytophthora palmivora
avec une réduction de la formation d’appressorium par l'agent pathogene. De plus, il a été
montré qu’un apport exogéne des monomeres de cutine stimule non seulement la formation
d’appressorium de P. palmivora, mais augmente aussi la sensibilité des racines de Medicago a
I'infection par cet oomycete (Wang et al., 2012). D’autres génes, quant a eux, vont contribuer a
la formation des structures de pénétration par des changements structuraux de la membrane
cellulaire. C’est le cas des protéines RAC. En effet, le «silencing» des genes OsRAC4 et
OsRACS5 appelés également ROP (Rho-like GTPases of Plant) par une construction de type
RNAI chez le riz (Oryza sativa) conduit a une réduction significative de la sensibilité a la
pyriculariose causée par le champignon Magnaporthe grisea (Chen et al., 2010a). Ceci suggére
que les complexes de penétration, impliquant des ROP et d'autres protéines, sont nécessaires a
la pénétration des pathogénes et de leurs structures dans les cellules hétes. Ces changements
dans la membrane plasmique de 1’hote peuvent également participer au transport des effecteurs
sécrétés par un agent pathogéne dans les cellules de 1’héte. 1l a été décrit dans la littérature, des
geénes de sensibilité pouvant participer positivement a 1’ouverture des structures et des portes
d’entrées naturelles chez les plantes comme la protéine plasmique AHAL qui joue un réle de
régulateur positif dans 1’ouverture des stomates. Ce géne de sensibilité exprimé chez A.
thaliana lors d’une infection par la bactérie P. syringae participe a la pénétration de 1’agent
pathogéne par le maintien de I’ouverture des stomates (Figure 4) (Tableau 2). Il existe des
génes de sensibilité qui vont participer a la suppression de la PTI ou de ’ETI chez la plante
hote par 1’agent pathogéne. Comme les facteurs de transcription WRKY38 et WRKY68
pouvant jouer un role de régulateurs négatifs de la résistance basale chez A. thaliana vis-a-vis
de la bactérie pathogéne Pseudomonas syringae (Kim et al., 2008). Les mutants de ces deux
facteurs qui ne présentent pas de phénotype particulier, sont tres sensibles a la bactérie P.

syringae. Ces deux facteurs de transcription interagissent physiquement avec une histone
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Figure 4 : Les principaux facteurs (genes) de sensibilité identifiés dans la littérature, classés selon leur
role et stade d’intervention au cours du processus infectieux. Les différentes couleurs représentent le type
d’agent pathogéne (champignon, bactérie, oomycétes, virus, nématode et insecte) pour lequel le géne
sensibilité a été identifié (d'aprés van Schie and Takken, 2014).




déacétylase (HDA 19) d’A. thaliana en empéchant cette derniére de déclencher les mécanismes
de défense de la plante. Certains facteurs de sensibilité participent a la colonisation des tissus
végétaux en optimisant I’acquisition des nutriments par I’agent pathogene. La plante fournit du
carbone et d'autres éléments nutritifs aux organismes pathogenes (Figure 4) (Tableau 2).
Plusieurs facteurs permettant I’acquisition des nutriments par I’agent pathogéne ont été déja
décrits comme les SWEET, des protéines transmembranaires végétales qui ont un rdle dans le
transport du glucose et du sucrose des cellules vegétales vers 1’apoplasme. Chez A. thaliana et
chez le riz, des génes SWEET sont exprimés lors d’infections bactériennes et fongiques (Chen
et al., 2010b ; Chen et al., 2012). De méme, chez la vigne, le géne VVHT, un orthologue du
géne SWEET d’A. thaliana, est également induit lors de I’infection par le mildiou. Une analyse
spatio-temporelle de l'expression du gene VVHTS5 a permis de mettre en évidence sa forte
expression dans les veines des feuilles malades, avec une plus grande abondance a proximité du
site infectieux (Hayes et al., 2010). Le r6le de ces transporteurs de sucre dans la sensibilité aux
maladies a éte, en particulier, trés bien étudié chez le riz. L’expression du géne
OsSWEET11/Xal3 est induite suite a I’infection par la bactéric Xanthomonas oryzae. Pendant
cette interaction, 1’effecteur TAL (transcription activateur) PthXol se lie spécifiquement au
promoteur du géne OSSWEET11 et induit sa transcription. Des mutations dans ce promoteur
répriment I’expression du géne OSSWEET11 en empéchant la fixation de I'effecteur PthXo1l.
Cette répression du gene OsSWEET11, qui conduit a une forte diminution du transport des
sucres via la membrane plasmique, entraine une faible acquisition des sucres par 1’agent
pathogene, et de ce fait, induit une forte diminution de la sensibilité¢ de la plante a ’infection.
Un autre exemple bien étudié est celui de I’alcool déshydrogénase identifiée chez I’orge. Une
analyse transcriptomique a révélé que le geéne codant I’enzyme alcool déshydrogénase 1 de
I’orge (HVADH1) eétait sur-exprimée aprés inoculation avec un champignon biotrophe,
Blumeria graminis (Pathuri et al., 2011). Une sous expression de ce gene par 1’utilisation de la
techniqgue RNAI ou sa surexpression constitutive par utilisation d’un promoteur 35S, induit
respectivement chez 1’orge, soit une diminution, soit une activation de la pénétration de B.
graminis. De plus, I’inactivation de D’activité enzymatique de HvVADH1 par utilisation du
pyrazole (inhibiteur enzymatique) induit un retard dans 1’apparition des symptdmes de la

maladie.

L’endoréduplication est un processus consistant en la réplication de I’ADN du noyau d’une
cellule sans divisions de la cellule elle-méme. Ce phénomeéne est souvent lié a une forte activité

métabolique et a une augmentation de I'expression des génes et ainsi, un accroissement de la
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L’hote végétal

Figure 5 : Classification fonctionnelle des principaux génes de sensibilité identifiés dans la
littérature.




synthése des protéines. Chez les cellules végétales, 1’endoréduplication est une autre
modification associée a la réponse a un agent pathogene. Les champignons biotrophes qui
vivent et qui se nourrissent dans les cellules vivantes de 1’héte sont connus pour réguler le
mécanisme de I'hdte impliqué dans le contréle de la ploidie. Par exemple, les cellules d'A.
thaliana infectées par le champignon Golovinomyces orontii, un agent pathogéne de 1’oidium,
montre une induction du régulateur transcriptionel de I’endoréduplication MYB3R4. Cing jours
aprés inoculation avec G. orontii, les cellules du mésophylle qui sous-tendent les cellules
épidermiques infectées ont montré une augmentation du niveau de ploidie jusqu'a 64C. En
revanche, le mutant myb3r4 ne montre pas d’augmentation significative de la ploidie au niveau
des cellules du mésophylle infectées. Ce mutant montre également une croissance réduite du
champignon (Chandran et al., 2010). De la méme maniere, les nématodes peuvent induire une
endoréduplication dans les cellules des racines de plantes hétes qui forment un site nourricier
pour le nématode (de Almeida Engler and Gheysen, 2013). Chez A. thaliana, une surexpression
de la protéine Kip 4 (KRP4), un inhibiteur du cycle cellulaire blogue 1’endoréduplication et
retarde le développement du nématode. L.’augmentation des niveaux de ploidie des cellules
hotes infectées par l'oidium ou les nématodes est associée a une augmentation de I’activité
métabolique de ces cellules par rapport aux cellules non-infectées. Ceci suggére que
I’endoréduplication active le métabolisme de 1'h6te afin de fournir les nutriments nécessaires
aux agents pathogeénes biotrophes hébergés au sein de I’hote (Wildermuth, 2010). En
conclusion, il est maintenant clair que les facteurs ou genes de sensibilité peuvent étre
impliqués dans des processus biologiques varies et avoir différentes fonctions au cours de
I’infection (Figure 5). Ils sont impliqués dans la régulation de I’expression des génes, dans la
signalisation cellulaire, le métabolisme hormonal, la dégradation des protéines, le transport et
le trafic cellulaire et enfin dans la division et le cycle cellulaire. Parmi tous ces genes, plusieurs

sont décrits comme genes de sensibilité aux agents pathogénes d’origine fongique.

2-2-2-1- Utilisation possible des facteurs (génes) de sensibilité comme source de résistances durables
aux maladies ?
Les systemes efficaces et «durables» de protection des plantes cultivées reposent le plus

souvent sur l’utilisation des plantes avec des fonds génétiques résistants. Jusqu’a aujourd’hui,

les sources de résistances génétiques utilisees sont :

(1) Des genes de résistance (R-genes), qui ont 1’avantage d’offrir une résistance totale, et

les désavantages de ne contrdler qu’une fraction plus ou moins faible des populations
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Tableau 2. La production mondiale de blé en tonnes/an et les rendements par hectare de surface
cultivée d’apreés les données statistiques de la FAO (http://faostat3.fao.org/download/Q/QC/E)

Production mondiale Rendements
Année (tonnes/an) (tonnes/hectar)
2000 585690886 2,718616
2001 589832752 2,748376
2002 574743265 2,688016
2003 560128836 2,696819
2004 632144104 2,918898
2005 626739459 2,854359
2006 602331547 2,852018
2007 612874012 2,828088
2008 683207030 3,073644
2009 686720279 3,057063
2010 649325445 2,992763
2011 699389499,6 3,176215
2012 671496872,2 3,089903
2013 713182914,3 3,264582



http://faostat3.fao.org/download/Q/QC/E

d’un agent pathogeéne donné et d’étre assez rapidement contournés (Van der Hoorn et
al., 2002).
(2) Des QTL de résistance, peu ou pas spécifiques, mais n’offrant qu’une résistance

partielle.

Ces deux sources de résistance génétique peuvent étre utilisées en combinaison, les QTL
pouvant offrir de la durabilit¢ aux geénes, qui pour leur grande majorité, n’en ont pas. La
découverte récente des facteurs ou genes de sensibilité, associée au probleme de contournement
rapides des génes-R et a la difficulté a identifier de nouvelles sources de résistance classique, a
conduit a proposer que ces géenes-S, ou tout du moins certains alléles de ces genes, pourraient
constituer des sources alternatives de résistance efficaces et durables. En effet, il a été montré
que la perte de fonction de certains de ces genes-S conduisait a la diminution significative de la
sensibilité de la plante a une maladie, et donc de facto, augmentait la résistance de la plante. De
plus, il a été montré que la perte de fonction des genes-S conduit souvent a une résistance
durable et a large spectre (non-héte spécifique), telle que la résistance conférée par le géne mlo
(Humphry et al., 2011). Ainsi, l'exploitation d’alléles de ces genes-S peut fournir une stratégie
prometteuse a I’utilisation des résistances médiées par les genes-R. Toutefois, 1’utilisation de
ces genes S peut se trouver une limitation liée a I’impact négatif possible d’une mutation de ces
génes-S sur la fitness des plantes, résultant de leur implication dans des processus biologiques
majeurs (Pavan et al., 2010).

Le blé est une des trois plus importantes céréales au niveau mondial, avec le riz et le mais. Le
blé est essentiellement utilisé pour 1’alimentation humaine (panification, biscuits, ...) (58 % de
la récolte), et dans une moindre importance, pour 1’alimentation d’animaux d’élevage comme
fourrage (34 %), et pour I’industrie (8 %). La production mondiale de blé tendre est en
constante augmentation, et elle a été estimée, en 2013, a plus de 713 millions de tonnes d’apres
la FAO (Tableau 3). Les stocks mondiaux de blé, estimés a 175 millions de tonnes, en 2014,
par la FAO, sont tres faibles et ne peuvent pas satisfaire la demande mondiale en constante
augmentation, non seulement a cause des changements de pratiques alimentaires dans certains
pays comme la Chine et I’Inde ou la consommation du riz est en baisse, alors que celle du blé
est en augmentation, mais aussi a cause des utilisations non-alimentaires (bioproduits et
biocarburants). La culture du blé est soumise aux aléas climatiques, avec chaque année des

perturbations importantes liées a la sécheresse, aux incendies ou aux inondations et enfin a

Page 24



Ancétre commun
4-5MYA

Triticum Aegilops

Génome D
(A. tauschii)

Génome A Génome S
(T. monococcum urartu) (A. speitoides)

3MYA

Génome AB
(T. turgidum dicoccum)

10000 YA
Génome ABD
(7. aesﬁvum)
\ Blé tendre ABD ;
(7. aestivum)

Figure 6 : Histoire évolutive du blé. L’hybridation de Triticum monococcum urartu (A) avec

Blé dur AB
(T. turgidum durnim)

Aegilops speltoides (S) a conduit a la formation de Triticum turgidum dicoccum (AB) il y a environ 3
Millons d’années (MY A). Ce dernier a ensuite été domestiqué et selectionné pour donner le blé dur
(AB). Triticum turgidum dicoccum (AB) s’est hybridé avec Aegilops tauschii (D) pour former

Triticum aestivum (ABD) qui représente le blé tendre.

Filet __Anthéres

Glumes
Une fleur

hermaphrodite
Epillet d?,':,s Fleur ouverte
ses glumelles

D'aprés F. Flandnin, Les blés de semence Guy Le Prat. Paris. 1949

Figure 7 : Anatomie d’un épillet d’un épi de blé.



I’émergence de nouvelles pathologies comme, par exemple, le « Blast disease » en Amérique
latine, ou I’apparition de souches hyper agressives de rouille noire en Asie et au Moyen-Orient
(Singh et al., 2011). En conséquence, les stocks céréaliers chutent pour atteindre les plus bas
niveaux depuis vingt ans. Ainsi, en 2008, les stocks mondiaux des céréales ont connu une perte
de 22 millions de tonnes. Cette baisse des stocks a été ’origine de la hausse des prix du marché
international du blé. L'indice FAO des prix des céréales est passé de 152 a 281 entre février
2007 et février 2008, alourdissant la facture des importations céréalieres de certains pays et
plongeant dans un état de crise quelques-unes des régions les plus pauvres, au monde,
incapables d’assurer une sécurité alimentaire des populations et causant une instabilité politique

et des émeutes dans plusieurs pays.

Il existe trois types différents de blé : des blés diploides ou le Triticum monococcum (2n=14),
des blés durs tétraploides (Triticum durum (2n=28)) et enfin des blés tendre (Triticum
aestivum), allohexaploides (2n = 42) avec les trois génomes A, B et D provenant d’espéces
diploides différentes. Le donneur du génome A est le blé diploide T. monococcum ou T. urartu,
le génome B aurait été apporté par un Aegilops, le génome D a pour origine Aegilops tauschii
(Figure 6). La grande variabilité de T. aestivum est le résultat d'événements de polyploidisation
intervenus a la suite de croisements entre espéces : chaque génome fut entierement conservé, ce

qui explique l'augmentation de la ploidie.

Le blé appartient a la famille des Gramineae et au genre Triticum. C’est une plante annuelle,
monocotylédone, a feuilles alternes, formée d'un chaume portant un épi. L’épi de blé est formé
de deux rangés d’ « épillets » situés de part et d’autre du « rachis » émis par une base appelée le
nceud. Chaque épillet est formé d’une paire de grandes glumes externes portant chacune trois
ou quatre fleurs dont chacune est constituée de deux téguments extérieurs, appelés lemma et
paléa, qui renferment les organes reproducteurs. L organe reproducteur femelle est formé d’un
stigmate attaché a I’ovaire par un stylet. L’organe reproducteur male ou les anthéres en nombre
de trois sont également portés par la méme fleur (Figure 7). A la maturité, le pollen germe sur
le stigmate et forme le tube pollinique renfermant deux gametes males qui se développent le
long du stylet lors de leur migration. Quand ils atteignent I’ovule et les noyaux polaires, ils les
fertilisent et forment respectivement, 1’embryon et 1’albumen du grain. C'est une céréale dont

le grain est un fruit sec et indéhiscent (qui ne s’ouvre pas), appelé caryopse, constitue
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Figure 8 : schéma illustrant les différentes étapes du développement du blé. (D’aprés blé hybride
HYNO (onglet "le blé en général") extraite du site de CNUCED)
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Figure 9 : Les différentes parties constituant un grain de blé mature. Le grain se compose de 3
parties principales : (i) le péricarpe ou enveloppe qui correspond a une pellicule cellulosique qui
protege le grain pendant sa formation dans I'épi, au cours de sa conservation et aussi pendant la levée,
dans le sol, en limitant I'entrée des moisissures et des bactéries. Toutefois, le péricarpe n'est pas
étanche et permet le passage de l'air et de 1'eau. L’endosperme ou amande qui constitue presque tout
l'intérieur du grain et se compose principalement de minuscules grains d'amidon. On y trouve
I'essentiel des réserves énergétiques qui nourrissent la plantule au moment de la germination et enfin le
germe ou embryon comprend 2 parties : la plantule (future plante) et le cotylédon (réserve de
nourriture trés facilement assimilable, destinée a la plantule) qui contient I'essentiel des matiéres

grasses du grain dans le cas des céréales.
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d'une graine (composée d’un embryon et d’un tissu de réserve constitué de 70 % d'amidon

et 15 % de gluten) et de téguments.

Le blé peut étre qualifié d’hiver ou de printemps. Le blé d’hiver est semé en automne et récolté
en été, il caractérise les régions méditerranéennes et tempérées. Le blé de printemps est semé
au printemps, ce genre de blé n’a pas besoin de vernalisation, il est plus répandu dans les
régions a hiver trées rude comme le Canada et les Etats-Unis. Apres le semis et la
« germination » des graines, la « levée » commence a environ 10 jours aprés la semence.
Durant I’hiver, la plante croit pour donner de petites touffes herbacées, c’est le « tallage ».
Ensuite, la plante pousse rapidement et fait de nouvelles feuilles, cette étape correspond a la
« montaison ». A la fin du printemps, la plante passe a 1’étape de 1’« épiaison » pendant
laquelle la plante fait des épis qui porteront le fruit ou le grain. Quand les conditions de
températures sont favorables, la « floraison » des épis commence. Cette période constitue une
phase sensible a la contamination de la plante par les spores de Fg. Le grain formé subit une

étape de « maturation » qui nécessite de la chaleur et pas d’humidité (Figure 8).

Le grain de blé appelé également le caryopse est composé d’un « embryon », entouré d’un
compartiment contenant les réserves, appelé «endosperme ». Ce dernier est composé de
cellules contenant des granules d’amidon baignés dans une matrice protéique viscoélastique : le
gluten. L’ensemble est recouvert par une « enveloppe » de structure pluri-lamellaire composée
d’une grande diversité de tissus spécialisés (Figure 9). Le développement du grain se fait en
trois importantes étapes : (1) étape de la croissance et du développement du grain, (2) le

remplissage du grain et enfin (3) déshydratation et maturation du grain.

Apres la double fécondation, I'endosperme et le sac embryonnaire subissent des changements et
des modifications dans leur structure. La formation de I’endosperme commence a cette phase
avec deux étapes clés (Olsen, 2001) : (i) une étape de multiples divisions nucléaires qui aboutit
a la formation du cénocyte (0-1 jours aprées I’anthése) suivie d’une étape de (ii) cellularisation
avec formation des différentes couches du grain dont la couche aleurone (3-6 jours apres
I’anthése, 50-100°Cd (températures journaliéres cumulées)). La cellularisation se caractérise
par Iinitiation de la formation de la paroi cellulaire et d’une activité mitotique intense suivie

par une endoréduplication qui se produit jusqu’a 8 ou 10 jours apres 1’anthese (135-165°Cd).
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Figure 10 : Principales maladies du blé tendre. Symptomes des principales maladies foliaires

(Serptoriose, rouilles, oidium, rayure) et de 1’épi (Fusariose de 1’épi) du blé tendre. Ces maladies ont

principalement des origines fongiques mais il existe des maladies causées par des virus (jaunisse

nanissante) ou des bactéries (rayure bactérienne) (d’apres Photos d’aprés Arvalis, 2010).

Tableau 3. Estimation des pertes de rendement en blé (q/ha) causées par les maladies d’origine

fongique dans différents pays Européens (Eurowheat).

Pays |Septoriose| Rouille jaune Rouille brune | Fusariose | Oidium Total
France 15 0 10 2 1 0-20
Allemagne 3,2 2,5 2,7 0,4 1,7
Angleterre 10 1 1 0,5 1 8
Hollande 5 1 1 2 1 1
Pologne 4 1 10 1 12
Danemark 8 1 1 1 2 3




L’¢étape de différenciation cellulaire inclut donc la formation des principaux types cellulaires du

grain dont les cellules de transfert, la couche aleurone, I’endosperme et I’embryon.

Cette étape correspond a la croissance des cellules de I'endosperme grace a 1’accumulation des
réserves notamment de I'amidon et les protéines (Li et al., 2011). Pendant cette phase, les
couches périphériques du grain se compressent avec I’endosperme qui croit avec
I’accumulation des protéines de réserve dans les corps protéiques et la synthese et
I’accumulation de granules d’amidon. Quant a I’embryon, il continue de se diviser et devient de

plus en plus important.

Les couches périphériques du grain subissent un processus de mort cellulaire programmée a ce
stade et deviennent de couleur jaune. Le grain subit également une diminution de la teneur en
eau et un arrét de I’accumulation des réserves. L’embryon est complétement formé et continue

de recevoir les réserves en lipide et en protéines a partir de I’endosperme.

Les cultures de blé sont soumises chaque année a une pression parasitaire importante et
complexe, résultant d’un cortége parasitaire complexe (bactéries, champignons, virus,
nématodes) et des ravageurs (limaces, pucerons, insectes), capables d’attaquer toutes les parties
de la plante, a tous les stades de son développement. Les plus dommageables, sont les maladies
d’origine fongique, dont les trois principales sont les rouilles, la septoriose et les fusarioses. Les
agents responsables sont capables de provoquer des symptomes tres variés (Figure 10), et de
générer des impacts quantitativement trés variables sur le rendement et/ou la qualité du blé
(Tableau 4). Quelques rares espéces, comme le champignon F. graminearum, sont capables
d’attaquer la plante a tous Ses stades de développement (de la graine jusqu’a la formation de
1I’épi) d’ou la nécessité de traiter a différents stades de la culture. Certaines maladies sont plus
préjudiciables que d’autres. C’est le cas notamment de la septoriose, une maladie foliaire, et de
la fusariose de I’épi (une maladie de 1’épi), qui entrainent, chaque année, des pertes de
rendement pouvant atteindre 40g/ha pour la septoriose, et plus de 30g/ha pour la fusariose (cf
Bayer Cropscience). Pour ces raisons, ces maladies ont été identifiées par le CIMMYT
(International Maize and Wheat Improvment Center) comme des facteurs majeurs limitant la

production de blé dans de nombreuses parties du monde.
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Tableau 4. Fréquence et nuisibilité des maladies des blés en France (d’aprés Bayer, 2014)

Maladies Nuisibilité Fréquence
Piétin verse des céréales Faible Faible
Oidium Faible Faible
Septoriose (Septoria tritici) Forte Forte
Helminthosporiose (HTR) Moyenne Faible
Rouille jaune Forte Faible
Rouille brune Forte Moyenne a Forte
Fusariose sur épi
- Fusarium roseum Forte Faible a Moyenne
- Microdochium spp Forte

Fusariose de I'épi
Stade sensible = floraison
Conditions favorables : chaud et humide

=
v‘ vl
{ ' ’
0007 09-13 25 20 30 31 32 37 30 49 51 Echelle de Zadocks
Manques a la Attaques du pied Attaques des Attaques des épis
levée et des tiges feuilles et des grains

Fonte des semis

Figure 11 : F. graminearum est capable d’attaquer le blé a tous les stades de développement, de

la semence a I’épi.



L’utilisation combinée de cultivars résistants, de traitements fongicides et de pratiques
culturales reste la méthode la plus efficace pour lutter contre ces maladies. Toutefois, (i)
I’évolution des réglementations européennes conduisant a I’interdiction d’utilisation de
nombreuses matieres actives, (ii) en France, I’application du plan Ecophyto 2018 proposé par le
Grenelle de I’environnement en 2007, prévoit de diviser par deux, si possible, 'usage des
pesticides avant 2018, (iii) I’absence pour certaines maladies du blé, de résistances génétiques
efficaces (résistance contournée), (iv) 1I’émergence de nouvelles maladies a I’instar de la
pyriculariose affectant les cultures de blé dans certaines régions du monde avec une association
a des conditions climatiques favorisant I’apparition d’épidémie, exposent les cultures
céréaliéres, et en particulier le blé, a des pertes de rendement et de qualité incompatibles avec
les objectifs de I’augmentation réguliére de la production et de sécurité alimentaires fixés par la
FAO. En outre, ces problemes de rendement et de qualit¢ se doublent d’un risque sanitaire,
notamment via la contamination des grains par les mycotoxines produites par certains
champignons phytopathogénes. Les mycotoxines sont définies comme des métabolites
secondaires produits, avant et apres la récolte, par des champignons appartenant principalement
aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Ces mycotoxines, souvent trés resistantes aux
traitements technologiques, se retrouvent accumulées dans les denrées alimentaires humaines et

animales. La fréquence et la gravité de ces maladies restent inégales (Tableau 5).

La fusariose est une maladie qui peut toucher tous les organes de la plante, de la graine a I’épi.
Le terme "fusariose" regroupe trois types distincts de symptomes (Parry et al., 1995) : (i)
Fusariose des semences ou fonte des semis (Seedling Blight), qui provoque des pertes de levée,
(i) Fusariose du collet (Foot Rot) entrainant la necrose des tissus du collet, et (iii) Fusariose de
1’épi (Head Blight) (Figure 11).

La fusariose de 1’épi (Fusarium Head Blight ou FHB) est une maladie d’origine fongique
affectant toutes les céréales « a petits grains », et en particulier le blé et 1’orge (Nelson et al.,
1994) a travers le monde. Les épis atteints par la fusariose présentent un aspect décoloré et
desséché (Figure 12). Les grains fusariés sont de petite taille, ridés et présentent souvent un
duvet blanc ou rose (Figure 12). Le FHB peut étre causé par des especes appartenant a deux
genres : le genre Microdochium, avec deux espéeces connues M. majus et M. nivale (Glynn et
al., 2005) et le genre Fusarium qui comprend plusieurs especes (Bottalico and Perrone, 2002 ;

Tan and Niessen, 2003 ; loos et al., 2005). Le genre Fusarium appartient a la division des
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Figure 12 : Principaux symptomes de fusariose de I’épi sur épi (A) et grain de blé (B).
L’infection entraine souvent le blanchiment de tout ou partie de 1’épi. Ce symptdme est observé
lorsque les épis sont infectés aux premiers stades de floraison. Le lot de grains en haut représente les
grains fusariés et le lot de d’en bas des grains non-fusariés. Les grains fusariés sont petits et ridés. lls

ont souvent un aspect crayeux (d'aprés Wegulo, 2012).

B F. graminearum
O F. culmorum

B F. avenaceum

O Microdochium spp
B F. poae

B F. tricinctum

M Autres fusarium

80,0 -
Nombre de talles / 100 grains

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Figure 13 : Dynamique des especes de Fusarium entre1997 et 2013 aux champs en France.

(d’apres Bayer CropScience/Arvalis).



Ascomycetes et a la famille des Nectriacées. De nombreuses especes fusariennes ont été
identifiées dans la nature dont les principales capables d’induire la fusariose de I’épi de blé sont
. F. tricinctum, F. poae, F. langsethiae, F. graminearum, F. culmorum, F. arthrosporioides, F.
avenaceum, F. sporotrichioides, F. equiseti et F. crookwellens (Xu and Nicholson, 2009). Ce
complexe d’espéces subit une dynamique au cours du temps (Figure 13). Les formes
téléomorphes (formes parfaites) de quelques-unes d’entre elle sont bien connues. Cependant,
plusieurs d’entre elles ont une forme téléomorphe toujours inconnue. Les champignons
appartenant a ce genre présentent une grande diversité morphologique et une grande variabilité
de croissance, ce qui rend plus difficile leur classification et leur caractérisation (Kriistev and
Khristov, 1981 ; Summerell et al., 2003). Outre des critéres morphologiques et de croissance,
des criteres moléculaires sont utilisés pour affiner la caractérisation des différentes especes de
ce genre. Le genre Fusarium est présent dans toutes les régions du monde, des zones tempérées
aux régions tropicales ou désertiques. L’agent principal responsable du FHB dans de
nombreuses parties du monde est I’espéce Fusarium graminearum. F. graminearum est un
pathogéne qui attaque les graminées, plus généralement les céréales a petits grains tels que le
blé et le mais. F. graminearum posséde deux formes : une forme sexuée (Gibberella Zea) et
une forme asexuée (Fusarium graminearum) qui constitue la grande partie de son cycle
biologique. Son génome séquencé et la capacité a réaliser des analyses fonctionnelles chez ce
champignon en ont fait un modele d’étude pour les champignons mycotoxinogénes. Les
mycotoxines produites par les Fusarium ou fusariotoxines représentent la préoccupation
majeure des filieres céréaliéres du fait de leur occurrence et des conséquences économiques que
leur présence engendre mais aussi parce qu’il n’existe a 1’heure actuelle aucune stratégie de
maitrise suffisamment efficace pour certifier le respect des limites réglementaires. Les
fusariotoxines appartiennent a différentes familles : Trichothécénes, Fumonisines et
Zéaralénone mais aussi Enniatines, Beauvéricine, Moniliformine et Fusarine C. Les trois
premieres familles sont les plus rencontrées dans les récoltes et les seules pour lesquelles les
teneurs dans les grains sont réglementées (Gratz et al., 2014). Chaque souche de F.
graminearum et F. culmorum peut produire plusieurs trichothécenes de type B: F.
graminearum produit principalement du déoxynivalénol (DON) et ses dérivés acétylés, 3 et 15-
acétyldésoxynivalénol (3- et 15-ADON) ou nivalénol (NIV), nous parlons donc de chémotype
NIV, 3-ADON et 15-ADON. Ces trois chémotypes sont les seuls connus jusqu'a présent
(Pasquali and Migheli, 2014).
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Figure 14 : Cycle de vie de Fusarium graminearum sur blé tendre (d'aprés Trail et al., 2002).



F. graminearum est un champignon qui passe I’hiver sous forme de chlamydospores ou de
mycélium dans le sol sur les résidus du précédent cultural et qui serviront d’inoculum primaire
(initial) pour infecter les nouvelles cultures de blé au printemps (Trail et al., 2002) (Figure 14).
De plus, le champignon peut aussi survivre sur les semences de blé. L’inoculum primaire se
composant principalement d'ascospores produites dans les périthéces (structures de
fructification sexuelle), qui se forment sur les débris végétaux du précédent cultural au
printemps quand les conditions de températures et d’humidité lui sont favorables. La libération
de ces ascospores et/ou conidies et leur dissémination par le vent et/ou les projections d'eau de
pluie ou d'irrigation facilitent leur accrochage sur les épis de blé. Dans les conditions de
température et d’humidité favorables, ces ascospores germent et infectent les glumes, les fleurs,
ou autres parties de 1’épi. Les infections surviennent surtout pendant la floraison (stade pendant
lequel les anthéres se rompent et libérent leur pollen), qui est considérée comme un stade tres
sensible pour le déroulement de I’infection du fait de I’expression de certains stimulants
comme la bétaine et la choline qui pourraient contribuer a la germination des spores et a la
croissance de I’agent pathogene (Strange and Smith, 1971 ; Nkongolo et al., 1993). Pour cela,
les infections qui se produisent généralement a la floraison sont les plus dommageables. Les
premiers symptdmes sur épi apparaissent au bout de 2 & 6 jours apres l'infection. La maladie est
souvent amplifiée par les infections secondaires qui sont causées par les conidies formées sur

les épis de blé et leur dissémination par le vent et le phénomene d’éclaboussement.

Trois facteurs indépendants conditionnent la sévérité des attaques des symptdmes des
épidémies de Fusarium : les facteurs climatiques, les facteurs culturaux et les facteurs
physiologiques de la plante hote (Sutton, 1982 ; Bai and Shaner, 2004 ; Alvarez et al., 2010 ;
Walter et al., 2010).

Les facteurs climatiques, en particulier, I’humidité et la température, jouent un rdle primordial,
puisqu’ils vont conditionner a la fois la germination des spores du champignon et I’infection.
Chaque espece de Fusarium a des conditions optimales de température et d’humidité. Des
souches de la méme espéce issues de régions géographiques différentes peuvent également
avoir des conditions de températures et d’humidité optimales différentes, suggérant 1’existence
chez certaines especes de champignons phytopathogénes d’une spécialisation géographique et

climatique (Xu and Nicholson, 2009 ; Doohan et al., 2003). F. graminearum et F. avenaceum
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Tableau 5. Les principales mycotoxines produites par les différentes espéces du genre Fusarium
identifiées chez le blé. (TCT: trichothécene, ZEA: zéaralénone, MON: moniliformine, BEA:

beauvericine, ENN: enniantine, FUM: fumonisine)

Espece Principales mycotoxines
F. avenaceum MON, BEA, ENN

F. croockwellense TCT B, ZEA

F. culmorum TCT B, ZEA

F. graminearum TCTB, ZEA

F. poae TCT B (NIV)

F. sambucinum TCT A, ZEA, BEA
F. subglutinans MON, BEA, FUM
F. sporotrichioides TCT A

F. verticillioides FUM

F. tricinctum MON, BEA (TCT A)
F. langsethiae TCT A

F. oxysporum FUM

F. equiseti TCT A, B, ZEA

F. acuminatum TCT A

F. pseudograminearum | TCT B

F. heterosporum ZEA




ont une température optimale de 28-29°C, alors que pour M. nivale et F. culmorum, la
croissance optimale est obtenue a 18°C et 26.5°C, respectivement (Rossi et al., 2001). Ainsi, F.
culmorum, F. poae, F. avenaceum et M. nivale sont préférentiellement retrouvées dans des
zones géographiques a climat plut6t froid et humide, comme I’est et le nord de la France ou le
Royaume-Uni, alors que F. graminearum est plutét présent dans les régions plus tempérées
(Doohan et al., 2003 ; Arseniuk et al., 1999).

IIs ont un impact principalement sur le développement de I’inoculum primaire. Il est
maintenant bien démontré qu’un précédent cultural utilisant une plante sensible a la fusariose
(mais, blé, orge) constitue une source potentielle d’inoculum pour la culture suivante via la
présence du champignon (spores, mycélium) sur les résidus (McMullen et al., 1997). Toute
pratique culturale associant gestion du précédent cultural et élimination des résidus de culture
limite les risques de développement de la fusariose lors de la culture de blé suivante.

Les facteurs physiologiques et phénologiques impactant le développement du FHB sont
nombreux. L’intensité de la maladie dépend bien de la quantité d’inoculum initial et de la
virulence des souches pathogénes, mais aussi de la taille des plantes, de la structure des épis
(barbus, fermés, ...), de la densité des épillets, de 1’état de stress, du stade de développement, de
la date et la durée de la floraison et du niveau de résistance de la variété (Bal, 1994 ; Champeil
etal., 2004 ; Xu et al., 2005 ; Audenaert et al., 2009).

A I’exception du genre Michrodochium, la majorité des espéces impliquées dans la fusariose de
I’épi sont capables de produire une large gamme de mycotoxines : Nivalénol (NIV),
Déoxynivalénol (DON), Zéaralénone (ZEA), Fumonisines (FUM) (Tableau 6).

La toxine la plus commune aux espéces du genre Fusarium est le Déoxynivalénol (DON) qui
appartient a au groupe de mycotoxines les plus présentes au champ, les trichothécénes de type
B (TCT B). A des doses trés élevées, ces mycotoxines peuvent entrainer chez I’homme et chez
I’animal des problémes de santé plus ou moins importants (Pinton et al., 2015 ; Pinton and
Oswald, 2014). La biosynthése des trichothécénes chez Fusarium est codée par un cluster de 15
génes Tri. Ces génes sont répartis en 3 loci sur différents chromosomes. Le premier locus est un
ensemble de 12 genes ; le second loci contient les génes Trilet Tril6 ; le troisieme est formé

par le géne TrilO1(Alexander et al., 2011). Cette biosynthése s’intégre dans la voie de
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Figure 15 : Principales étapes de la biosynthése des DON chez le champignon Fusarium
graminearum. Les génes codant pour une étape enzymatique sont identifiés a coté des fléches
indiquant 1’étape. Les fléches entourées en gris indiquent des étapes pour lesquelles aucun géne ne lui
a encore été assigné. La molécule identifiée dans le rectangle bleu est le précurseur de la biosynthése
des DON. Les molécules identifiées dans le rectangle orange sont les trichothécénes de type B

(Déoxynivalénol (DON), Acétyldéoxynivalénol (ADON), Nivalénol (NIV).



biosynthese des stérols. En effet, le précurseur aux réactions conduisant a la biosynthése des
trichothéceéne est le farnésyl-pyrophosphate (FPP) qui est cyclisé en produit de trichothécene
non-toxique le trichodiéne. Cette premiere étape est catalysée par la trichodiéne synthase codée
par le géne Tri5 (Hohn and Beremand, 1989) (Figure 15). La synthese de trichothécénes est
influencée par des facteurs exogenes tels que la température, pH, pression atmosphérique,
lumiére, les nutriments disponibles. Ces facteurs influencent 1’expression des genes Tri6 et
Tril0, identifies comme les génes régulateurs de la biosynthése des trichothécenes (Seong et
al., 2009). La différence génétique entre le chémotype 3-ADON et le chémotype 15-ADON
viendrait du géne Tri8 (Alexander et al., 2011) (Figure 15). Le géne code une enzyme estérase,
qui dans le cas du chémotype 3-ADON catalyse la déacétylation du C-15 de I’intermédiaire
3,15-diacetyldeoxynivalénol et dans le cas du chémotype 15-ADON catalyse cette méme
réaction, mais en C-3. De méme, la possibilité pour une souche de produire du NIV serait
corrélée aux génes Tri 7 et Tri 13 qui seraient fonctionnels pour le chémotype NIV et pas pour
le chémotype DON (Lee et al., 2002).

En dépit des nombreuses études sur le réle des mycotoxines produites par les differentes
espéces du genre de Fusarium, le role exact des trichothécenes, et particulier de la plus
répandue, le DON, dans le processus infectieux de ces champignons reste mal connu, et fait
encore 1’objet de discussions. Chez le blé tendre, la souche non-productrice de mycotoxine
(mutée dans le gene tri5, premier géne de la voie de biosynthese) est toujours capable
d’infecter 1’épillet localisé au niveau du site d’inoculation, mais, elle est incapable de passer
d’un épillet a un autre, et ainsi infecter I’ensemble de 1’épi (Proctor et al., 1995 ; Gang et al.,
1998). Le DON est donc considéré comme un facteur d’agressivité (Arseniuk et al., 1999). La
production de DON serait donc un facteur de virulence essentiel a la colonisation des épis et
grains de blé par Fusarium. Il a été montré que ces mycotoxines sont produites en avant du
front de I’infection, associées a la colonisation des tissus végétaux. Il a été observé qu’une
forte concentration des DON induirait une forte synthése de H,O, induisant la mort cellulaire
programmée chez la plante hote (Audenaert et al., 2014) (Figure 16). Au niveau moléculaire,
les DON peuvent interagir avec différentes voies metaboliques de la plante hote, comme le
cycle du krebs et la voie de biosynthese des polyamines (Audenaert et al., 2014) (Figure 17).
Ces résultats conférent au DON un réle d’effecteur. D'autres facteurs interviennent dans le
pouvoir pathogene de F. graminearum, tels que les enzymes de dégradation des parois, par

exemple (Schwarz et al., 2002).
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Figure 16 : Modéle hypothétique du role des DON dans l’induction de la mort cellulaire
programmeée (PCD) et dans la transition de la phase biotrophe vers la phase nécrotrophe (d'apres
Audenaert et al., 2014).
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Figure 17 : Modéle hypothétique de ’interaction des DON avec le métabolisme primaire de

I’héte (en bleu) et du Fusarium graminearum (en vert).



La plante hote est capable de détoxifier les différentes mycotoxines produites par les différentes
especes du genre Fusarium. Ces processus de détoxification impliquent des modifications
chimiques de ces toxines via 1’action UDP-glycosyltransferases (UGTSs), glutathione-S-
transferase (GST) ou le cytochrome P450 mono-oxygenases (CYP). Ces métabolites
chimiquement modifiés sont ensuite transportés vers les vacuoles pour leur dégradation, vers
les parois végétales, ou vers I’apoplasme (Coleman et al., 1997). Plusieurs études portant sur
ces mécanismes chez le blé et 1’orge ont démontré leur induction sous 1’effet des DON ou suite

a I’inoculation avec des souches de Fusarium productrices des DON(Boddu et al., 2006).

Une étude s’intéressant au parcours du champignon Fg sur un épi de blé tendre aprés une
inoculation du rachis a permis de proposer un schéma d’infection d’un épi par F. graminearum
en 5 étapes principales (Brown et al., 2010) (Figure 18) : une croissance du champignon
d’abord inter et intracellulaire, verticale (vers le bas) dans le cortex et le systéeme vasculaire du
rachis (N°1 dans la Figure 18C) ; les hyphes intracellulaires déja bien formées abordent une
croissance latérale dans le sclérenchyme du rachis (N°2) ; les hyphes empruntent par la suite un
chemin vertical du bas du rachis vers le haut du rachis (N°3 dans la Figure 18D) avec des
croissances latérales et intercellulaires au niveau des tissus du sclérenchyme atteignant ainsi les
neeuds du rachis (N°4 dans la Figure 18D) et enfin explosion de la croissance latérale fongique
accompagnée d’une accumulation a la surface du champignon apres rupture de 1’épiderme et
formation d’un mycélium aérien (N°5 dans la Figure 18E). L’utilisation combinée de souches
de Fg exprimant des genes rapporteurs fluorescents et de la microscopie confocale a largement
contribué & une meilleure comprehension du processus infectieux de Fg. Par exemple,
I’utilisation de la souche de référence de Fg Phl, exprimant la GFP sous contréle du promoteur
du gene Tri5 (llgen et al., 2009) a permis de montrer clairement que I'induction du gene Tri5,
géne régulé et utilise comme « marqueur » de la synthése, in planta, du DON était tissu
specifique. llgen et al. ont ainsi montré que le géne Tri5 n’est pas induit dans les anthéres, cible
initiale de I'agent pathogéne apres inoculation de la cavité florale alors que pendant les stades
plus tardifs de I’infection (4-7 jours aprés I’inoculation), I’expression du géne Tri5 est détectée
au niveau des nceuds du rachis. Ce résultat a ét¢ confirmé par des expériences de qRT-PCR sur
des neeuds du rachis infectés montrant une forte induction de ce géne. Ces données suggerent
que la biosynthese des DON commence au niveau du rachis qui constitue la premiere barriere a
la propagation de Fg (résistance de type Il), tout en montrant I’importance du DON dans le

franchissement de cette barriere (Jansen et al., 2005 ; Maier et al., 2006). Par ailleurs, des
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Figure 18 : Schéma illustrant le parcours du champignon Fg sur un épi de blé tendre (d'apres

Brown et al., 2010).
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Figure 19 : Expression tissu-spécifique d’une partie du génome de blé tendre en réponse au
FHB. A) Analyse en composante principale montrant une différence d’expression du génome des
différentes parties de 1’épi en réponse au FHB, B) Proportion des génes up-régulés par différents tissus
de I’épi en réponse au FHB (d'apres Golkari et al., 2007).



données récentes soutiennent également l'importance de la colonisation du rachis dans le
processus infectieux de Fg. L'introduction du bras long du chromosome 7 de Thinopyrum
elongatum, un parent sauvage de blé, dans un blé de printemps hexaploide, sensible a la
fusariose de 1’épi (Chinese spring (CS)), lui confére une résistance significative au FHB (Fu et
al., 2012). L’analyse comparative du processus infectieux de CS et de CS-7L, en utilisant, une
souche de Fg marquée par la protéine fluorescente GFP a montré que le passage des hyphes
infectieux d’un épillet a un autre est bloqué au niveau du nceud du rachis de CS-7L et pas chez
le CS et ce blocage est associé au dépdt d'une substance brune dont la nature n'est pas connue
(Fuetal., 2012).

Une analyse comparée du transcriptome des différents organes d’un épi de blé infecté par Fg a
révélé I’existence d’une réponse spécifique a chaque organe (Golkari et al., 2007). En effet,
I’expression des génes dans les organes non-reproductifs (glumes, les glumelles et le rachis)
présente des profils d’expression similaires qui sont différents des profils d’expression des
génes exprimés dans les organes reproductifs (embryon et les antheres) (Figure 19a). De plus,
cette étude a montré également que la différence est dans le nombre et la fonction des génes
induits aprés l'infection par Fg, le nombre de genes induits dans les glumes et le rachis est
supérieur au nombre de génes induits dans les anthéres et ’embryon (Figure 19b). Les génes
impliqués dans la réponse au stress comme les génes codant les protéines PR, les protéines
HSP, les protéines impliquées dans le stress oxydatif ou encore dans la synthese des protéines
sont induits dans tous les organes infectés par le FHB alors que les facteurs de transcription
type-Wrky sont spécifiqguement induits dans les antheres et les facteurs de transcription type
métallothionéines (MT) dans le rachis. Ces résultats ont montrée que les changements
moléculaires induits par la fusariose exigent une analyse individuelle des différents organes
formant un épi de blé (glumes, glumelles, rachis, anthéres, embryon et grain). Beaucoup des
géenes induits ont une réponse organe spécifique, en réponse a l'infection, peuvent ne pas étre
détectables lorsqu’un épi de blé entier est utilisé comme échantillon biologique pour une

analyse.

Les stratégies de lutte contre le FHB peuvent étre : (i) chimique (utilisation des fongicides), (ii)
biologique (lutte biologique) ou (iii) génétique (utilisation de variétés résistantes sélectionnées
génétiquement), mais les plus efficaces sont basées sur une combinaison de toutes ces
méthodes de lutte, comme [’utilisation des variétés résistantes a la fusariose couplée a

I’utilisation des traitements phytosanitaires et des pratiques culturales qui permettent de réduire
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Figure 20 : Carte QTL avec les régions génomiques associées de la résistance a la fusariose dans
les populations européennes de blé d'hiver. Les cultivars dans lesquels les QTLs ont été identifiés

sont représentés par des couleurs différentes a c6té de chaque chromosome ou sont placés les

margueurs moléculaires.



les risques de contamination. En effet, I’élimination des débris végétaux limite I’apparition de
I’inoculum primaire a proximité des cultures du blé tendre. De méme, il est connu depuis
longtemps que certains précédents culturaux augmentent les risques d’apparition des maladies.
En particulier, un précédent mais est extrémement favorable au développement du FHB sur blé
tendre.

La résistance a la fusariose de 1’épi est de nature quantitative (QTLs) (Figure 20) (Bai and
Shaner, 2004 ; Holzapfel et al., 2008). Cinq types de résistance a la fusariose de 1’épi ont été
décrits chez le blé (Miller et al., 1985 ; Trail, 2009 ; Mesterhazy, 1995), mais seulement les
trois premiers types sont utilisés par les sélectionneurs. Le type | correspond a la résistance a
I'infection initiale des épillets (pénétration); le type 1l est la résistance a la
propagation/extension du champignon entre les différents épillets ; le type Il est la résistance a
I’accumulation des mycotoxines ; le type IV est la résistance a I’infection des grains et le type
V est la tolérance. Le choix variétal est un des leviers majeurs pour lutter contre les fusarioses
de I’épi. Plus d’une centaine de QTLs ont été décrits dans la littérature (Buerstmayr et al.,
2003a ; Yu et al., 2006), et environ 20 a 30 meta-QTLs de résistance a la fusariose de 1’épi ont
été cartographiés. Bien que la majorité de ces QTLs ait un effet mineur (inférieur a 10 %) sur
I’incidence du FHB, quelques rares QTLs a effet majeur ont été identifiés : Fhbl, Fhb2, Fhb4
et Fhb5. lls peuvent entrainer une réduction des symptémes de 15 a 60 %. Le QTL Fhb1l,
localisé sur le chromosome 3B, est le plus important. Ce QTL, identifié chez la variété chinoise
Sumai3, est le plus utilisé comme source de résistance a la fusariose de 1’épi dans les
programmes de sélection en Asie. Les effets délétéres associés a I’introgression de ces QTL
issus de variétés de blé de printemps asiatiques ont, jusqu’a aujourd’hui, considérablement
limité leur utilisation dans des programmes de sélection en France et en Europe. Toutefois
récemment, une nouvelle variété résistante au FHB a été développée par Syngenta, par
I’introgression du QTL fhbl dans la variété francaise Jaceo. Cette variété est également
résistante au froid et aux rouilles. D’autres sources de résistance utilisees en sélection ont été
identifiées chez les variétés Wangshuibai (Ma et al., 2006), Dream (Schmolke et al., 2005),
Renan (Gervais et al., 2003), Frontana (Mardi et al., 2006). En France, la variété résistante au
FHB la plus cultivée est Apache (Holzapfel et al., 2008). Cependant, ces résistances deviennent
inefficaces sous une forte pression parasitaire. De plus, les mécanismes moléculaires sous-
jacents a ces résistances sont encore largement inconnus. Si de nombreux programmes de

recherche dans le monde ont comme objectifs de rechercher de nouvelles sources de résistance,
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plus durables, il parait intéressant sur cette maladie de diversifier les sources potentielles de
résistance et d’explorer les possibilités d’exploiter des sources alternatives comme les genes et

facteurs de sensibilité.

L’Equipe Maladies des Céréales (MDC) a été créée en 2010. Elle est une des sept équipes de
recherche de 1’Unit¢ de Génétique, Diversité et Ecophysiologie des Céréales (UMR INRA-
UBP 1095 GDEC, Centre Inra d’Auvergne-Rhone-Alpes). MDC, aujourd’hui composée de 8
agents permanents (1 DR-CNRS, 1 CR-Inra, 1 MC-UBP, 1 MC-VAS, 2 IE-Inra, 2 TR-Inra). a
comme objectif général I’identification de nouvelles sources de résistance a deux des
principales maladies affectant les cultures de blé tendre : La septoriose (Septoria tritici Blotch
ou STB), maladie foliaire présente sur ’ensemble du territoire Frangais, est réguliérement la
plus dommageable pour la culture du blé tendre, avec des pertes pouvant atteindre 30-40
quintaux/ha dans des parcelles non traitées, et la fusariose de I'épi (Fusarium Head Blight ou
FHB), affectant non seulement le rendement et la qualité des grains, mais également leur état
sanitaire en raison de la production in planta de mycotoxines. Les projets développés par
I’équipe MDC sont structurés autour de trois axes principaux :

I) Criblage des ressources génétiques et caractérisation des sources de résistance
présentes dans les blés cultivés (STB & FHB) :

Le criblage des ressources génétiques afin d’identifier et de caractériser de nouvelles sources de
résistance se fait par un criblage classique d’effecteurs et par la recherche d’alléles
« résistants » de genes de sensibilité.

1) Caractérisation des mécanismes moléculaires et physiologiques contrélant la
résistance (STB, FHB) :

Cet axe concerne I’analyse des étapes précoces de I’interaction blé tendre/Fusarium
graminearum par la caractérisation d’effecteurs, des mécanismes de signalisation cellulaire et
du remodelage de I’expression des génes. Une analyse fonctionnelle des genes de résistance
comme stb6 et stb16q et enfin 1’analyse génétique et moléculaire de Renan, une source durable
de résistance au FHB.

I11) Identification des génes de I’hdte nécessaires au développement de la maladie (génes
de sensibilité) :

Par criblage de collections de mutants, analyse fonctionnelle d’effecteurs de pathogénie et

identification de leurs cibles végétales.
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Mon projet de thése s’inscrit clairement dans les axes II et III de 1’équipe. Il s’articule autour

de deux objectifs complémentaires :

1. Analyse du dialogue moléculaire s’établissant entre le blé tendre et Fusarium
graminearum, et de ses conséquences chez le blé. L’objectif est de caractériser les
bases moléculaires de la réponse et de I’adaptation d’un grain de blé tendre a
I’infection par le FHB

2. Obtention d’une meilleure compréhension de la sensibilité du grain de bl¢ tendre a la
fusariose de 1’épi, via la caractérisation des génes, fonction et processus biologiques
impactés par I’infection L’objectif est d’identifier les génes (génes de sensibilité)

impliqués dans I’installation de F. graminearum dans les tissus de grains de blé tendre.

Pour cela, nous avons choisi de réaliser 1’analyse comparée de deux séries d’échantillons
biologiques correspondant a des épis de la variété sensible de blé tendre, infectés ou non, a
différents stades de développement : de la floraison, stade auquel les épis ont été infectés ou
non, jusqu’a des grains matures. Ces cinétiques d’infection (deux répétitions biologiques) ont
été réalisées sur deux années consécutives en tunnel. Le protéome et le transcriptome de ces
¢chantillons ont été successivement analysés. L’analyse transcriptomique a reposé¢ sur
’utilisation d’une biopuce Nimblegene, comprenant >40 000 unigenes blé. Par choix,
I’analyse n’a été réalisée que sur les stades qui nous paraissaient potentiellement informatifs :
des points 50, 150, 250, 350 et 450°Cd. Ces différents points couvrent les stades importants
non seulement du développement du grain, mais également de I’infection du grain par F.
graminearum. L’analyse comparée a pris en compte non seulement la comparaison
infecté/non infectée, mais également les différents stades phénologiques, ce qui a permis de
faire ressortir la relation étroite existant entre infection et développement du grain. Ce travail
a ¢été¢ rendu possible bien sur par une implication de I’ensemble de 1’équipe MDC, mais
¢galement par une collaboration étroite avec 1’équipe de G. Branlard (GDEC) et D. Biron
(UMR LMGE, Clermont-Fd) pour la partie protéomique, et celle de JP Renou (IRHC,
Angers) pour la partie Transcriptomique.

Le manuscrit est divisé cing parties : ’introduction générale est suivie d’une synthése
bibliographique publiée dans la revue Infection, Genetics and Evolution sous le titre « Cross-
talk in host-parasite associations : what do past and recent proteomics tell us ? » (Chapitre
I). Cette revue est une présentation de 1’état de D’art sur les différentes approches

protéomiques utilisées pour déchiffrer et comprendre les interactions hotes-agents pathogenes.
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Les résultats originaux obtenus dans le cadre de ma Theése sont présentés dans les Chapitres Il
et III sous la forme d’articles. Un premier article, publié¢ dans la revue European Journal of
Plant Pathology sous le titre « A proteomics survey on wheat susceptible to Fusarium Head
blight during grain development » présentant 1’analyse comparée du protéome de grains de
blé tendre issus de la variété sensible Récital, a différents stades de développement et infectés
ou non par Fusarium graminearum. Un second article présente quant a lui, 1’essentiel des
résultats obtenus via 1’analyse du transcriptome des mémes échantillons biologiques (Chapitre
I11). Cet article, intitulé « Transcriptome dynamics of a susceptible wheat upon Fusarium
head blight reveals that molecular responses to Fusarium graminearum infection fits over
the grain development processes» a été soumis pour publication a la revue Functional

Integrative Genomics.

Enfin, le manuscrit se termine par une discussion générale, qui reprend et discute les principaux

résultats obtenus, et présente les perspectives possibles de ce travail.
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CHAPITRE | : Etat de I'art sur les approches
protéomiques et les interactions hote-agent
pathogene
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Cet article de revue fait le bilan sur les récentes avancées obtenues par 1’étude des interactions
compatibles hote animal/végeétal-agent pathogene par utilisation des approches protéomiques.
Apres une introduction générale portant sur les interactions parasitaires dans le monde du
vivant et sur I’intérét que suscite la protéomique pour étudier ces interactions. La deuxiéme
partie concerne 1’évolution des approches protéomiques pendant ces derni¢res années avec les
principales avancées des nouvelles méthodes tout en exposant les avantages et les limites de
chaque approche. Ensuite, les principaux biais qui pourraient étre introduits par ces différentes
approches et comment les éviter. Cet article de revue a été publié dans le journal Infection
Genetics Evolution sous le titre « Cross-talk in host-parasite associations : what do past and

recent proteomics approaches tell us ? ».

La connaissance du mode de vie d’un agent pathogéne est essentielle dans le choix des
approches a utiliser pour étudier le dialogue moléculaire entre cet agent pathogene et son héte.
Les agents pathogenes se développant dans les espaces extracellulaires cellulaires, utilisent des
stratégies parasitaires différentes que les agents pathogenes qui sont intracellulaires pour
infecter la cellule-h6te. Fusarium graminearum est un champignon qui a a la fois un
développement intra et extracellulaire. En effet, durant les premiéeres phases infectieuses, le
champignon se nourrit d’exsudats extracellulaires, mais n’induit pas encore de symptomes
visibles (Guenther and Trail, 2005). Pendant cette phase, le champignon synthétise diverses
molécules (protéases, protéines effectrices, mycotoxines...etc.). Dans un deuxiéme temps, les
hyphes fongiques progressent dans les tissus vivants de 1’hote de fagon radiale et induisent une

colonisation intracellulaire et symptomatique des cellules de I’hote.

En raison de I’intérét qu’a susciter I’approche protéomique dans 1’é¢tude de la réponse de la
plante aux différents types d’agents pathogénes: extra ou intracellulaire, nécrotrophe ou
biotrophe. Nous avons fait le choix, pour répondre a nos objectifs, d’utiliser une approche

protéomique en gel-2D.

Page 40






Article de revue

Page 41






Infection, Genetics and Evolution 33 (2015) 84-94

Contents lists available at ScienceDirect

Infection, Genetics
and Evolution

Infection, Genetics and Evolution

journal homepage: www.elsevier.com/locate/meegid

Review

Cross-talk in host—parasite associations: What do past and recent @Cws%ﬂ(
proteomics approaches tell us?

Chérif Chetouhi ®°*, Johan Panek *““*, Ludovic Bonhomme®®, Hicham ElAlaoui *““, Catherine Texier >,
Thierry Langin ®°, Charissa de Bekker ¢, Serge Urbach ', Edith Demettre ¢, Dorothée Missé",
Philippe Holzmuller', David P. Hughes®, Andreas Zanzoni’*, Christine Brun’*!, David G. Biron <"

2Université Blaise Pascal - Qermont-Ferrand II (UBP), ermont Université, 34, Avenue Carnot, BP, 63006 ermont-Ferrand Cedex, France

®INRA, UMR1095 Génétique Développement et Ecophysiologie des Géréales, 5 chemin Beaulieu, F-63039 Clermont-Ferrand Cedex 2, France

“Microorganismes: Génome et Environnement (LMGE), ONRS: UMR6023, Université Blaise Pascal - Qermont-Ferrand II, Campus des Cézeaux, 24, Avenue des Landais, BP 80026,
63 171 Aubiére Cedex, France

9 Université d’Auvergne - ermont-Ferrand 1 (UDA), Qermont Université, 49, Boulevard Frangois-Mitterrand, CS 60032, 63001 Qlermont-Ferrand Cedex 1, France

©Department of Entomology and Department of Biology, Center for Infectious Disease Dynamics, Pennsylvania State University, University Park, State College, 16802 PA, United States
fFunctional Proteomics Platform — FPP, UMR CNRS 5203, IGF, 141 rue de la Cardonille, F-34 094 Montpellier Cedex 5, France

9Functional Proteomics Platform — FPP, UMS ONRS 3426, IGF, 141 rue de la Cardonille, F-34 094 Montpellier Cedex 5, France

" Laboratoire MIVEGEC, UMR ONRS 5290/IRD 224/UM, 911 Avenue Agropolis, BP 64501, 34394 Montpellier Cedex 5, France

'UMR 15 CIRAD-INRA CMAEE “Contrdle des maladies animales exotiques et émergentes”, TA A-15/G Campus international de Baillarguet, 34398 Montpellier Cedex 5, France
JINSERM, UMR1090 TAGC, Marseille, France

“ Aix-Marseille Université, UMR1090 TAGC, Marseille, France

' ONRS, Marseille, France

article info abstract
Articl_e history: A cross-talk in host-parasite associations begins when a host encounters a parasite. For many host-
Received 3 November 2014 parasite relationships, this cross-talk has been taking place for hundreds of millions of years. The co-evo-

Received in revised form 15 April 2015
Accepted 16 April 2015
Available online 22 April 2015

lution of hosts and parasites, the familiar ‘arms race’ results in fascinating adaptations. Over the years,
host-parasite interactions have been studied extensively from both the host and parasitic point of view.
Proteomics studies have led to new insights into host-parasite cross-talk and suggest that the molecular
strategies used by parasites attacking animals and plants share many similarities. Likewise, animals and

Eils:v—o;:f;site cross-talk plants use several common molecular tactics to counter parasite attacks. Based on proteomics surveys
Parasitism undertaken since the post-genomic era, a synthesis is presented on the molecular strategies used by
Parasite strategies intra- and extracellular parasites to invade and create the needed habitat for growth inside the host,
Host invasion as well as strategies used by hosts to counter these parasite attacks. Pitfalls in deciphering host-parasite
Quantitative proteomics cross-talk are also discussed. To conclude, helpful advice is given with regard to new directions that are

needed to discover the generic and specific molecular strategies used by the host against parasite inva-
sion as well as by the parasite to invade, survive, and grow inside their hosts, and to finally discover par-
asitic molecular signatures associated with their development.

6 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Abbreviations: 2DE, two-dimensional gel electrophoresis; APAF1, apoptotic protease-activating factor 1; CDWE, cell wall-degrading enzymes; CED4, cell death protein 4;
ChIP seq, chromatin immunoprecipitation-sequencing; ColP, co-immunoprecipitation; DIGE, fluorescence difference gel electrophoresis; HPRR, host pattern recognition
receptors; HR, hypersensitive response; ICAT, isotope-coded affinity tag; iTRAQ, isobaric tag for relative and absolute quantitation; LRR, leucine-rich repeat; MALDI-TOF,
matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MS, mass spectrometry; NBS, nucleotide-binding site; NIR, NOD-like
receptors; PAMP, pathogen-associated molecular pattern; PR, pathogen-related; RNS, reactive nitrogen species; ROS, reactive oxygen species; SILAC, stable isotope labeling
with amino acids in cell culture; TIR, Toll/interleukin-1 receptor; TLR, Toll like receptor; T3SS, type three secretion system; Y2H, yeast two hybrid.

T Corresponding author at: Laboratoire “Microorganismes: Génome et Environnement”, UMR CNRS 6023, Université Blaise Pascal, 24 Avenue des Landais, BP80026, 63171
Aubiére Cedex, France. Tel.: 433 (0)4 73 40 74 58; fax: +33 (0)4 73 40 76 70.
E-mail addresses: david.biron1@univ-bpclermont.fr, dg.biron@hotmail.com (D.G. Biron).
! These authors contributed equally to the writing of this review.

http://dx.doi.org/10.1016/j.meegid.2015.04.015
1567-1348/0 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Page 42






C. Chetouhi et al./Infection, Genetics and Evolution 33 (2015) 84-94 85

Contents
B 0T T LT (o o PP 85
2. Similar cross-talk regardless of the kingdom of the host .. ... ... e 85
2.1.  Parasite molecular strategies to invade and establish in host cells.......... ... . i i 85
2.2.  Host molecular strategies to counter parasite iNfeCtion. . ... ... ... .. . ittt et e 87
2.3.  Non-immunological host defense. . . .. ... ... .ttt e e e e e e 88
3. Contribution Of Prot@OMICS TOOIS . . . vt u ittt ettt et et et e e ettt e et e e e et e e et e e e e e e 89
4. Pitfalls in cross-talk deCiPRering. . . . .. ...ttt et e e e et e e e e e e e e e e e e 90
5. Guidelines to collect NEW Key datasets. . . . . ...ttt ittt ettt et et et et e e e e e e et e e e e e e e 91
6. ConCIUAINg TOMATKS . . . ¢ oottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 92
ACKNOWIEAZEIMENLS . . . . ottt ettt ettt et e e e et e et e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 92
R 3 TP 92

1. Introduction

Much of life on earth is parasitic and involves organisms from
one domain of life exploiting another. To have access to the nutri-
ents needed for their growth and their survival, parasites are
required to reach an appropriate cellular niche (i.e. habitat) to cre-
ate “metabolic modification zones” in one or more host compart-
ments. Examples of such niches include parasitophorous vacuoles
for Leishmania sp. in mammalian target cells, or mammalian blood
and lymphoid organs for Trypanosoma sp., and plant tumors
induced by parasites including fungi, bacteria, nematodes, mites
(small arthropods belonging to subclass Acari (also known as
Acarina) and the class Arachnida), and insects (Agrios, 1997;
Beyer et al.,, 2002; Rohfritsch, 2008). This parasite niche view
implies that chemical changes, which occur dynamically over short
periods of time due to host or parasite activity, are typical of the
host-parasite interactions. For many host-parasite associations,
this arms race has been in progress for several hundred millions
of years (Schmid-Hempel, 2011). This has led to the selection of
three parasitic cellular lifestyles: (i) extracellular, (ii) obligate and
(iii) facultative intracellular. Crucial to a parasite’s success are
the evolved strategies to bypass host defenses, andjor allow the
hijacking of host cellular functions (Elde and Malik, 2009). This
raises the question whether there is a common ancient origin of
the proximate mechanisms used by parasites to hijack host cellular
functions. On the other hand, animal and plant defenses, acquired
during the cross-talk against microbial and eukaryote parasite spe-
cies since billions of years, could be the result of both divergent
and/or convergent evolution.

In this review, we highlight and summarize molecular and evo-
lutive discoveries on host-parasite cross-talk in plant and animal
kingdoms, made over the past 15 years. For instance, present scien-
tific knowledge shows that part of the molecular mechanisms that
allow plants and animals to counter microbial and eurkaryote par-
asite infections exhibit impressive structural and strategic similar-
ities (see Table 1 and Fig. 1). We highlight the proteins and
biochemical pathways that have been detected by past and recent
proteomics studies during those cross-talks between hosts (i.e. ani-
mal and plant kingdoms) and their parasites (from viruses to uni-
and multi-cellular organisms). We also present several proteomics
tools and strategies to study host-parasite cross-talk. Moreover,
we discuss the pitfalls in these proteomics surveys. Finally, we
argue for new avenues of research to reveal the molecular dialogue
in both animal- and plant host-parasite associations. This will aid
in the discovery of the general and specific molecular strategies
used by the host against parasites, the parasitic strategies for inva-
sion, survival, and growth in host tissues, and ultimately, the
unraveling of parasite molecular signatures associated with para-
site development in the host.

2. Similar cross-talk regardless of the kingdom of the host

Life began on our planet more than 3.5 billion years ago, and
evolving single-cell organisms, archaea, bacteria and eukaryotes,
have flourished ever since. About 600 million years ago, metazoans
began to form, and this new species development in the Tree of Life
was followed by a remarkable diversification of metazoan species.
Where and when did the first host-parasite cross-talk occur during
the divergent evolution in the three domains of life: Archaea,
Bacteria and Eukaryota? The first species opting for a parasitic life-
style probably originated from aquatic systems (e.g. viruses infect-
ing Archaea and Bacteria) since a large part of the ancestral living
organisms evolved in the ocean for thousand millions of years
(Emilianowicz, 1952). Furthermore, over half of life on earth is par-
asitic and, as a life history strategy, parasitism has evolved more
times than predation (Lafferty et al., 2006). A large part of the liv-
ing organisms, at different times during the evolution of life and in
each kingdom, have opted for andjor were under duress to invade
other organisms. This invasion could be both within and across
kingdoms as well as at the extra- and intra-cellular level. Next to
that, parasitism has favored host speciation and the development
of new host biological functions via an arms race that has been
ongoing for several hundred million years (Karvonen and
Seehausen, 2012; Schmid-Hempel, 2011).

Parasitic species have acquired tools through the selective pres-
sure to bypass the host’s defenses to win the molecular war and
promote their life cycle. Many strategies to defeat host defense
mechanisms were developed and selected: production of toxins
and parasite effectors, adherence to host cell surfaces or to the
extracellular matrix, invasion of host cells, evasion of adaptive
immunity based upon antigenic variation, multiple types of secre-
tion mechanisms (Type [, II, IIl and IV) that inject virulence factors
into host cells, tight regulation of virulence factor production, iron
sequestration, and host mimicry (Dean, 2011; Zhang et al., 2005).
On the other hand, host species like plants and animals have
acquired efficient molecular tools and immune mechanisms to dis-
criminate between self and non-self, to recognize a diverse array of
pathogen molecules expressed during the molecular cross-talk, to
counter parasite invasion, and to kill or tolerate invading patho-
gens (Burnet, 1961). Here, we will summarize parasite (see
Section 2.1) and host (see Section 2.2) molecular strategies shaped
through host-parasite co-evolution in plant and animal kingdoms
for many hundred million years.

2.1. Parasite molecular strategies to invade and establish in host cells
Parasitic microorganisms and parasitic eukaryotes are notably

characterized by specific arrangements of key molecules called
microbial- or pathogen-associated molecular patterns (MAMPs or
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Table 1

Similarities and differences in molecular strategies used by plants, and animals (invertebrates and vertebrates) to counter parasite invasions.

Taxonomic group Innate immunity (nonspecific)

Ancient (plants, insects, vertebrates)/Billions

of years old, Perfect self-nonself discrimination,
Recognition: PAMPs, Time to onset: Immediate;

Memory: No

Adaptive immunity (specific)

Modern (jawed vertebrates){400 million years old, Imperfect
self-nonself discrimination (ex.: allergy), Recognition: Specific
structure of parasite molecules, Time to onset: Delayed; Memory: Yes

Immune mechanisms

Recognition Antimicrobial Phagocytose Antibodies Lymphocyte cells Protective enzymes
receptors peptides induced by the infection
Plants (+) (+) (=) ) (=) (+)
Invertebrates
Prorifera (sponges) (+) (+) (+) (=) (= ?

Annelids (earthworms)
Arthropods (insects)

=

(+) (+)
(+)

O
x

Vertebrates
Fish
Amphibia
Reptiles
Birds
Mammals

¥
n

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

¥

TEEZEZ

¥

TEEZEZ

+

+ +

TEEZEZ

(+) Present.
(—) Absent.
(?) Not identified.

PAMPs), such as flagellin6. MAMPs and PAMPs include, for
instance, lipopolysaccharide (LPS), lipoproteins, peptidoglycan,
lipoarabinomannan, oligosaccharides eubacterial flagellin and
unmethylated bacterial DNA fragments (Aderem and Ulevitch,
2000; DeYoung and Innes, 2006; Girardin et al., 2002; Medzhitov
and Janeway, 2002). MAMPs and PAMPs are vital structures of par-
asite species that have altered little over evolutionary time-spans.
These molecules have distinct nucleic acid motifs that are unique
to parasite species (Aderem and Ulevitch, 2000; Medzhitov and
Janeway, 2002; Teixeira et al., 2002). Moreover, unifying features
of MAMPs and PAMPs are their highly conserved structures, their
functional importance for and their presence in various parasite
species, and their absence in cells of potential host organisms
(McGuinness et al., 2003; Teixeira et al., 2002; Underhill and
Ozinsky, 2002). The high conservation of sequences and molecular
structure of MAMPs and PAMPs could be explained by the
functional similarity of host molecules that recognize parasite
molecules. For instance, MAMPs and PAMPs are recognized by host
pattern recognition receptors (HPRRs). These HPRRs are expressed
on both the surface (e.g. Toll-like receptor (TLR) in animals and
receptor kinases in plants) and the cytoplasm of host cells (e.g.
nucleotide-binding oligomerization domain (Nod-like) receptors
in animals, and nucleotide-binding site and leucine-rich repeat
(NBS-LRR) domains of plant receptors) (Fig. 1).

The most common mechanisms shared by extra- and intra-cel-
lular parasites at the beginning of the infection process of an ani-
mal or a plant are the strategies to recognize and adhere to host
cells. An example is the protein OmpA of Dickeya dadantii (ex-
Erwinia chrysanthemi), an extracellular parasite of plants that
causes soft rot. The OmpA protein is involved in the recognition
and adhesion process to plant cells (Babujee et al., 2007). A second
key step for extra- and intra-cellular parasites is the secretion of
molecules including proteins and peptides (ex.: MAMPs, PAMPs)
to favor the invasion of host cells. Parasites will secrete effective
molecules (i.e. effectors) or toxins in the extracellular environment
or in the cytoplasm of host cells to promote a compatible interac-
tion with the host. This will allow the development and multiplica-
tion of extra-cellular parasites or the penetration of intra-cellular
parasites in the host cell after the degradation of the cell walls
by using cell wall-degrading enzymes (CWDEs) (Mehta et al.,
2008a; Zhang et al., 2005) or after a receptor-assisted entry to

create a parasitophorous vesicle (e.g. Leishmania) (Antoine et al.,
1998) (Fig. 1). Many studies have been performed to study the
CWDEs used by parasites attacking animals since they are rela-
tively easy to obtain and correspond to economic interests.

For parasites attacking plants, the CWDEs are generally secreted
during short periods of time in small quantities. This results in the
necessity to follow the kinetics of infection in many host samples
during a short period of infection to be able to extract enough pro-
teins to detect the effectors. A study of the exoproteome of a water
mold, Phytophtora ramorum, has demonstrated that it produces
CWDEs (namely six putative mucins, five putative glycoside hydro-
lases, two transglutaminases, one annexin-like protein and one
Kazal-type protease inhibitor) to invade oak cells (Meijer et al.,
2006). For the enteroparasite, Escherichia coli, a shotgun study on
its secreted proteins detected seven effective proteins known to
be carried by the T3SS (Type III secretion system) including the
Tir protein that induces the development of actin pedestals in
infected host cells (Roe et al., 2007). Actin pedestals are formed
in host infected cells, which push the host membrane to lengths
up to 10 um away from the host cell surface. The role of pedestals
in pathogenesis is not completely understood. To ensure their need
to find nutrients (e.g. amino acids, sugar, and metabolites) without
being detected by the host immune system, parasites use antigenic
variation or mimicry strategies (Higgins and Carrington, 2014).
Furthermore, they have to control the cellular cycle of their hosts
(e.g. root-knot nematodes) and, in the case of intracellular para-
sites, the cellular traffic (Hewezi and Baum, 2013).

Parasite virulence is defined as the damage done to the host
during host-parasite interaction, and can be measured, for exam-
ple, as premature host death or decreased fecundity. Parasite vir-
ulence is a key pressure in the arms race taking place since several
hundred millions of years in host-parasite associations. Therefore,
as a response to parasite virulence, the immune system of the
phylum vertebrata has evolved to express nonspecific immune
strategies (innate immunity) and specific immune strategies
(adaptive immunity) to counter invasion and infection by uni-
and multi-cellular parasite species. The birth of the adaptive
immune system is believed to have occurred when an Ig super-
family (Igsf) gene of the variable (V) type was invaded by a trans-
posable element containing RAG1 and RAG2 genes (Fugmann,
2010).

Page 44






C. Chetouhi et al./Infection, Genetics and Evolution 33 (2015) 84-94 87

|

Cytokines (IL)

Defensins (D)
:

Immune
response

Immune
response

Plant cell Animal cell

Fig. 1. The current known cross-talk taking place when parasites invade and establish in animal or in plant cells. leucine rich repeat (LRR) associated to protein kinase (PK) in
plants and LRR-TIR (TLR 4 and TLR 5) in animals are examples of the transmembrane receptors for the recognition of the pathogen associated molecular patterns (PAMPS),
lipopolysaccharides (LPS), flagellin (Flg), effectors or avirulence (Avr) signals. In animals, the recognition of LPS, the complex combined LRR proteins, CD14 and TLR4
(containing TIR cytoplasmic domain) is formed. TLR5 is involved for flagellin recognition. Subsequently, TLRs interact via adapter proteins like (MyD88 (myeloid
differentiation factor) or with the serine/threonine kinases IRAK that share homology with the kinase domains of receptor-like kinases from plants. A series of protein kinases,
including mitogen-activated protein kinases (MAPKs) mediate activation of transcription factors (NF-kB) and the transcription of genes encoded proteins involved in immune
response such as Interleukin (IL) and defensin (D). In plants, several LRR proteins present similarity with animal receptors (CD14 and TLR) are involved in parasite defense
activation. Avirulence (Avr) proteins are recognized by LRR proteins with a high-affinity binding site which actives the MAPK. In addition, the translocation of PAMPs-
activated plant MAPKs into nucleus has been showed. In the nucleus, these MAPKs activate the Wrky transcription factors which induce gene expression of pathogenesis
related proteins (PR). Intracellular recognition of LPS in animals is mediated by the NBS-LRR receptors NOD1/2 while intracellular recognition in plants has not been observed.
In plants, intracellular R genes (TIR-NBS-LRR or CC-NBS-LRR) recognized Avr proteins which confer pathogen race/plant cultivar-specific immunity to several parasites (virus,
bacteria, oomycetes and fungal). Parasite recognition induces changes in calcium level (Ca*?) in the cytoplasm. This calcium is involved in transduction signal, in the
production of reactive oxygen species (ROS) and nitric acids (NO). In plants, the elevated cytoplasmic level of Ca* is due to influx of calcium from extracellular space.
However, in animals this calcium is mostly due to inositol-3-phosphate (IP3) receptor mediated release of calcium from endoplasmic reticulum (ER) internal stores. ROS/NO

are essential factors for the activation of innate immune response in animals by cell death induction and by hypersensitive reaction (HR) in plants.

2.2. Host molecular strategies to counter parasite infection

One of the main threats for living organisms in the biosphere is
the invasion and infection by a parasite. Therefore, the availability
of an efficient immune system (i.e. afferent (sensing) and efferent
(effectors) molecular mechanisms), which permits recognition
and killing of the invading parasite, is of high adaptive value. Not
surprisingly, the immune system of almost all uni- and multi-cel-
lular organism is extremely complex. The most impressive exam-
ple is found in higher vertebrates (ex.: mammals). Here, the
immune defense consists of two main parts: an innate immediate
response and an adaptive response that is delayed but highly
specific and long lasting (Boehm, 2012; Charley et al., 2006;
Lepargneur and Abbal, 2012). All living organisms except verte-
brates (i.e. unicellular, invertebrates, plants, and fungi) rely exclu-
sively on innate immunity to counter parasite invasion and
infection. Interestingly, many features of the innate system are
highly similar among these living organisms, suggesting that they
have a common origin and have subsequently been conserved.

At the beginning of the attack by extra- or intra-cellular para-
sites, the first essential step for animals or plants is the detection
of parasite molecules (ex.: MAMPs, PAMPs) via its HPPRs (host

pattern recognition receptors) on both the surface and in the cyto-
plasm. Animal TLRs (Toll-like receptors) and RLKs (plant receptors
like kinases) used to detect MAMPs and PAMPs are similar in over-
all structure in that all are transmembrane receptors that have
C-terminal LRRs (leucine-rich repeat domains). However, the
cytoplasmic domains (i.e. adapters) are not conserved: TIR
(Toll/Interleukin-1 receptor/resistance motif) domain for animals
and Kinase domain for plants (see Fig. 1). TIR domain is an ancient
protein fold that has been associated with disease resistance since
a time before the divergence of plants and animals. A total of five
cytoplasmic adapter proteins are presently known to be available
in mammals to carry signals from the TLRs into the cytoplasm:
MyD88, MAL (or Tirap), TRIF (or Ticam-1), MyD88-4, and
MyD88-5. After many hundred millions years of arms race
between hosts and parasites, the same biochemical modules
(LRR) coupled with a proteinic intracellular domain were selected
for recognition of MAMPs and PAMPs in the animal and plant king-
doms. The absence of sequence similarity of LRR modules might
further suggest that both proteins arose independently as a result
of convergent evolution. This hypothesis is corroborated by the fact
that both receptors apparently recognize different structures of
flagellin (Donnelly and Steiner, 2002; Felix et al., 1999).
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A structural (but not conceptual) difference between FLS2 and
TLR5 concerns the intracellular-signaling domain of the receptor
proteins (Fig. 1). FLS2 harbors a cytoplasmic kinase domain, of
which phosphorylating activity is crucial to flagellin sensitivity
(Gémez-Goémez and Boller, 2000; Gémez-Gémez et al.,, 2001),
while TLR5 carries an intracellular TIR domain that is indirectly
associated with the IL-1-receptor-associated kinase (IRAK) via the
adapter protein MyD88 (Fig. 1). Moreover, plants have a family
of RLKs. Although the overall structure of the RLKs signaling path-
way seems similar to that of the HPRR signaling pathways in ani-
mals, there is no conservation of any individual components and
the similarity most likely reflects the ubiquity of eukaryotic
MAPK (mitogen-associated protein kinase) stress-responses to
environmental signals.

When parasite effectors are released in the host cytoplasm, host
intracellular receptors must act to counter the parasite invasion.
Plant NBS-LRR proteins confer resistance to diverse parasites,
including fungi, oomycetes, bacteria, viruses and insects
(DeYoung and Innes, 2006). NBS and LRR domains are also present
in NOD-like immunoreceptors (NIRs), which are involved in
PAMPs’ induction of innate immunity responses in animals, and
in the animal apoptotic protease-activating factor 1 (APAF1) and
cell death protein 4 (CED4). Many plant NBS-LRR proteins also con-
tain an N-terminal TIR (Toll, interleukin-1 receptor, resistance pro-
tein) domain related to the intracellular signaling domain of
animal Toll-like receptors. The presence of TIR domains in conifers
and mosses indicate that TIR may represent an ancestral resistance
gene family with shared functionality with their mammalian and
insect homologs with regard to innate immunity (Girardin et al.,
2002; Meyers et al., 1999). Although the presence of the TIR
domain in some NBS-LRR plant disease-resistance proteins sug-
gests a common evolutionary origin of plant and animal PRRs,
the downstream signaling pathways have nothing in common.
The overall conservation of the tripartite structure of animal CLR
and plant NBS-LRR proteins also suggests evolutionary conserva-
tion, but these proteins are not present in invertebrates, suggesting
independent evolutionary origins in plants and animals.

After the recognition of attack by the parasite(s), the host needs
to set a group of response mechanisms in motion especially via the
innate or adaptive immune systems (Fig. 1). For instance, the plant
basal defense, which is the first defense response, triggers a generic
mechanism consisting of plant cell wall thickening, papilla deposi-
tion, apoplast acidification, signal transduction and transcription of
defense genes (Dangl and Jones, 2001). Superimposed on the basal
defense, some plant varieties express a hypersensitive response
(HR) to parasite(s) and subsequent programmed cell death. The
function of the HR is to contain parasite(s), and it is typified by var-
ious biochemical perturbations such as changes in ion fluxes, lipid
hyperperoxidation, protein phosphorylation, nitric oxide genera-
tion and a burst of reactive oxygen species and antimicrobial com-
pounds. Plant cells produce key pathogen-related (PR) proteins
involved in the basal immune defense. To date, 17 PR protein fam-
ilies are known. These defense proteins show a diversity of biolog-
ical activity (e.g. anti-fungal for PR1, protease inhibitor for PR2)
and multiple sites of action (e.g. fungal cell wall for PR2, PR3 and
PR4; cell membrane for PR5). Animal and plant cells also use
non-specific defense mechanisms against parasite infections, such
as reactive oxygen and nitrogen species (ROS-RNS), and other
redox active molecules (Table 1 and Fig. 1).

Furthermore, one topic that has received a lot of attention is
MAPK signaling. MAPK pathways are ubiquitous signal transduc-
tion components in eukaryotes that are activated by diverse stim-
uli such as growth factors, cytokines, neurotransmitters and
various cellular stresses, and transfer signals from extracellular
receptors to cellular responses (Doczi et al., 2012). A MAPK cascade
typically consists of a modular complex consisting of a MAPK

kinase kinase (MAPKKK), which phosphorylates a MAPK kinase
(MAPKK), which phosphorylates a MAPK (Pitzschke et al., 2009).
These pathways regulate the activity of various substrates, such
as transcription factors and protein kinases, and have been demon-
strated in the nematode model Caenorhabditis elegans to constitute
a functional pathway in an intestinal innate immunity system that
protects worms from pathogen infection (Sakaguchi et al., 2004).

After around three decades of proteomics surveys on decipher-
ing of cross-talk in host-parasite associations, actual knowledge
strongly suggest that plant and animal hosts use similar strategies
and biochemical pathways to counter parasite attacks (Biron et al.,
2011; Keen et al., 2000; Mehta et al., 2008a; Zhang et al., 2005).
Thus, although the overall structure of parasite-associated mole-
cule signaling pathways in plants and animals is similar (see
Fig. 1) in that both involve (i) transmembrane LRR receptors, (ii)
MAPK mitogen-associated protein kinase (MAPK) signaling cas-
cades, (iii) production of active oxygen and nitrogen species, (iv)
calcium fluxes, (v) activation of transcription factors and (vi) the
inducible expression of immune effectors, there is no proof that
this similarity reflects evolutionary conservation of an ancient host
signaling pathway strategy to counter parasite invasion and infec-
tion. Indeed, this apparent evolutionary conservation seems to be
equally well explained as being a reflection of the overall conserva-
tion of the components of canonical MAPK signaling cascades that
form a bridge between diverse signal sensors and/or receptors and
target genes in eukaryotes (Ausubel, 2005; Jones and Dangl, 2006;
Niirnberger et al., 2004). These MAPK signaling pathways are pre-
sent in plants, invertebrates and vertebrates, and presumably
appeared early during the divergent evolution of ancestral unicel-
lular species (i.e. before the emergence of metazoans) (Ausubel,
2005; Jones and Dangl, 2006; Niirnberger et al., 2004).

Significant differences remain between molecular mechanisms
and strategies used by plants and animals for the nonself recogni-
tion and for the Kkilling of nonself. For example, specialized cell
types (macrophages, neutrophils, and dendritic cells), which as
parts of a circulatory blood system are the key players of the ani-
mal immune system, are not found in plants (Jones and Dangl,
2006; Niirnberger and Brunner, 2002) Moreover, vertebrates have
specialized cells issued from the adaptive immune system: B and T
lymphocytes. These adaptive cells have B and T lymphocyte recep-
tors respectively, which are clonal and rearranged during develop-
ment following somatic recombinations, and they are involved in
immunological memory.

2.3. Non-immunological host defense

Arms races in host-parasite associations have favored intensive
cross-talk between organisms resulting in the selection of host
defense mechanisms. One important host defense in the animal
kingdom against parasites is the immune system. However, there
are also several mechanisms of defense that have evolved in inver-
tebrates about one hundred million years ago. These invertebrate
defense mechanisms fall outside of what is traditionally consid-
ered to be the immune system. These non-immunological defenses
are for instance selected host behaviors: (i) behavioral thermoreg-
ulation, (ii) behavioral avoidance, (iii) self-medication, (iv) anorex-
ia, and (v) social immune mechanisms (Parker et al., 2011). To our
knowledge, no studies were done to decipher cross-talks involved
in these non-immunological defenses. These studies could help to
identify new host and parasite molecules as well as biochemical
pathways involved in the dynamic host-parasite interactions
when a parasite tries to invade, infect, and establish in an inverte-
brate species. Moreover, these types of studies could be done for
many vertebrate species, including humans. Furthermore, the deci-
phering of the cross-talk involved in host cell death programs
(apoptosis or necrosis) used by animals and plants to counter
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parasite invasion and infection is another interesting research ave-
nue to improve our understanding of the dynamics of host-para-
site interactions, as well as to discover new molecules and new
biochemical - and signaling pathways involved in the arms race
between a host and a parasite.

3. Contribution of proteomics tools

The genome represents the first step in the complexity of bio-
logical functions involved in any molecular cross-talk between
host and parasites. Transcriptomic studies using RNAseq and
microarrays methods have been conducted to provide the founda-
tion of understanding the host-parasite molecular cross-talk (Mei
et al,, 2014; Pombo et al., 2014; Rudd et al., 2015). Although tran-
scriptomics allows an exhaustive view of gene regulations that can
specifically respond to a parasitic infection (virus, bacteria, fungi,
etc.), it does not provide a full understanding of the whole range
of cellular regulations. Firstly because gene expression is widely
regulated post transcriptionally and also because proteins which
are responsible for the cell biological functions are expressed in a
highly dynamic process and are interacting with high specificity
(Dhingra et al., 2005). Understanding protein abundance changes,
their interactions and their localizations is thus of particular inter-
est and a promising way to go further in deciphering host-parasite
interactions. Proteomics includes the systematic study of all the
proteins expressed by a genome in cells or tissues upon specific
physiological states (Coiras et al., 2008). Currently, proteomics
has established as an indispensable technology to interpret the
genomic information and has been successfully applied in protein
identification, protein quantification, post translational modifica-
tions (PTMs) and protein interactions (Fig. 2) (Aebersold and
Mann, 2003). The knowledge about host-parasite interaction has
evolved over the time as the proteomic methods and techniques
have improved. In most proteomics studies, using both old and
recent tools, many similar host proteins were found to be differen-
tially produced during the parasite infection. These proteins are
involved in many biochemical pathways to detect, to prevent,
and to counter parasite attacks. For instance, several proteins
involved in immune defenses are similar in animal and plant
kingdoms.

In plants, the molecular cross-talk between host and pathogen
in the compatible (disease development after infection) and
incompatible (no disease after infection) interactions implicate
hundreds of proteins involved both in the early and the late stages
of the interaction. Thus, several pathogenesis related proteins (PR)
such as chitinases, glucanases, thaumatin like protein, GST, perox-
idase, heat shock proteins (HSP) were profiled from the early pro-
teomic experiments interesting to plant/fungi (Kim et al., 2003;
Rep et al., 2002), plant/bacteria (Jones et al., 2004; Wan et al.,
2005), plant/nematode (Mehta et al, 2008b) and plants/
Oomycete (Colditz et al.,, 2004) interactions by using the in gel-
based quantification approaches (Fig. 2). These proteins are highly
expressed or induced upon pathogen infection and easily detect-
able by the gel-based approaches. In animals, several proteins
related to immune responses such as proteases and protease inhi-
bitors were identified in Drosophila (Levy et al., 2004; Verleyen
et al., 2006). Macroglobulin, transglutaminase cyclophilin, and vin-
culin were identified in hemocyte cells after bacterial infection
(Herbiniére et al., 2008) as well as the appearance of an int-
electin-2 in response to nematode infection in mouse
(Pemberton et al., 2004). A proteomics study on the hemolymph
of Drosophila larvae treated with lysis cells of many pathogenic
bacteria  (Diplococcus  pneumoniae,  Neisseria  catarrhalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influen-
za, and Streptococcus pyogenes) revealed an induction of proteins

involved in the detoxification of host cells including increasing
amount of thioredoxin peroxydase 1 and 3, gluthatione transferase
and thioredoxin reductase (de Morais Guedes et al., 2005).
Considering the few amounts of parasite proteins in the host tis-
sues, most proteomics studies have focused on unraveling changes
in the host proteome. However, some pivotal pathogen proteins
were identified including the flagellin of the Burkholderia cenocepa-
cia bacteria increasing during murine infection when the alkyl
hydroperoxide reductase subunit C protein disappears (Chung
and Speert, 2007). Some constitutive and highly abundant proteins
of the pathogens (actin, tubulin, ribosomal proteins) have also
been detected as a way to confirm the presence of the pathogen,
especially when symptoms are lacking (during the early stages of
the molecular dialogue for instance), but in any case they do not
provide sufficient information to understand the infectious strate-
gies implemented by parasites (searching for effectors proteins).
Deciphering pathogen proteomic adjustments usually requires
the isolation of the pathogen before any proteomics approach.

Searching to improve the access to the parasite proteins has
been a challenge for studying a number of host-parasite interac-
tions. Successful developments have allowed the identification of
different proteins involved in primary and secondary metabolisms
and putatively connected to the infectious processes. These pro-
teins displaying usually enzymatic activity, were mostly localized
in the cytoplasm and harbored chemical properties that are com-
patible with further proteomics analyses. Unfortunately, scarce
proteins with fundamental roles in the cell regulations such as
transcription factors and protein kinases are poorly identified
using in-gel quantification approaches. Most of the time, they rep-
resent a very small proportion of the whole set of detectable pro-
teins and are submitted to slight changes that do not fit with
such proteomics approaches. Improved methods were then devel-
oped to increase the sensitivity and to identify such low abundant
proteins (e.g. 2D-DIGE; Unlii et al., 1997; Coiras et al., 2008). This
opened new avenues in the identification of several compounds
involved in signaling pathways (MAPK, transcription factors such
as Wrky and NAC, hormones components such as ABA-related
pathways and auxin-related pathways, etc.) (Amey et al., 2008;
Schenkluhn et al., 2010).

In addition, many small proteins involved in plants/pathogens
cross-talk such as inhibitors of xylanases (Dornez et al., 2010)
and cytoplasmic receptors (LRR-NBS) (Yao et al., 2012) were iden-
tified from such 2D-DIGE analyses. In animals, several components
involved in the gene remodeling were also identified upon patho-
gen infection. The transcription NF-xB involved in the regulation of
apoptosis as well as in innate and adaptive immunity responses
were highlighted by such methods (Niederberger and Geisslinger,
2013). Although gel-based quantification methods have substan-
tially increased our knowledge of the molecular determinism of
host-parasite interaction, many technical limitations have made
the development of quantitative mass spectrometry a new way
to dig into the molecular determinism of host-parasite interac-
tions. Mass spectrometry has become a promising strategy in the
quantitative proteomics toolbox (Otto et al., 2014). At present only
few studies on host-parasite cross-talk have adopted label-free
approaches (Dreisbach et al., 2011). The recent metaproteomics
approach, developed thanks to improvements in protein and pep-
tide separation efficiencies and mass spectrometry, offers the pos-
sibility to study the collective proteome of the host and the
pathogen (Gunnaiah et al., 2012), and of the microbial communi-
ties to further improve the understanding of the microbes’ dynam-
ics inside and around their potential hosts (Kolmeder and de Vos,
2014). Techniques using the labeling of the host or the pathogen
proteins before inoculation in order to follow the host-parasite
cross-talk have been developed (e.g. SILAC method) in
viruses/mammalian interactions (Barrero et al., 2013;
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Host/parasite crosstalk

Fig. 2. Schematic representation of the principal workflows used in proteomics and interactomics for host-parasite cross-talk deciphering. The proteomics approaches
concern protein identification, differential analysis, protein quantification by using the gel-based quantification methods (e.g. 2D, DIGE) and gel free methods (e.g. SILAC,
iTRAQ) and post translational modifications (PTM). Interactomics concern the study of protein-protein interaction (e.g. Y2H, ColP), protein-DNA interaction (ChIP) and
protein/small molecules interaction. Bioinformatics tools are used for Omics data mining and in silico predictions (e.g. PTM, secretome, interactome).

Berard et al., 2012) and in the case of human-parasitic fungus
interactions (Reales-Calderdn et al., 2013). Three available label
combinations can be used to compare up to 3 treatments in a sin-
gle MS/MS analysis. This is the most common experimental design
for a SILAC experiment, but variations in the amino acids used can
permit comparison of more samples (e.g. 5 treatments) (Molina
et al., 2009).

Currently, only few SILAC studies have focused on eukaryotic
parasites (e.g. trypanosomatids), but they have proven their rele-
vance in assessing the dynamic of the Trypanosoma brucei pro-
teome during the parasite life cycle (i.e. between the
bloodstream stage in the mammalian host and the procyclic stage
in the tsetse fly) (Urbaniak et al., 2012) as well as in exploring the
molecular mechanisms underlying drug resistance in Leishmania
(Brotherton et al., 2013) and human fibroblast cells response to
Anncaliia algerae (Panek et al., 2014). Other MS-based quantitative
approaches were developed to study the molecular cross-talk
in vitro (Cultured cells and parasite) (iTRAQ: Isobaric tags for rela-
tive and absolute quantification). One advantage of iTRAQ com-
pared to SILAC is that it can be used on any type of cells or
tissues since it does not rely on in vivo isotope incorporation
(Hughes and Krijgsveld, 2012). The use of these labeling methods
to decipher host-parasite interactions has resulted in new ways
to improve the diagnosis and control of important zoonoses. For
instance, the use of iTRAQ technology allowed for the detection
of specific biomarkers for Mycobacterium bovis (bovine tuberculo-
sis) and Mycobacterium paratuberculosis (Johne's disease in cattle
and Crohn’s disease in humans) (Lamont et al., 2014). With the
same methodology, Cui et al. (2013) provided valuable data on
the molecular mechanisms defining host-Echinococcus granulosus
interactions. This increased the potential for characterizing new
therapeutic targets and vaccine candidates and will speed up the
development of protein probes for selective and accurate diagnosis
of hydatid disease (Cui et al., 2013). In the case of Campylobacter
jejuni, the predominant agent causing sheep abortion and human
gastroenteritis, proteomics analysis of immunodominant antigens
provided a new basis for vaccine development (Wu et al., 2014).
The iTRAQ method was also used in plants to measure the pro-
teomic changes between a resistant genotype and susceptible

genotype of tomato at different time points after Pseudomonas
syringae (bacteria) infection. Among 2369 proteins, identified,
447 demonstrated significant changes in expression following
pathogen inoculation (Parker et al., 2013).

Another level of regulations between the host and the pathogen
concerns the post-translational modifications (PTM) (phosphoryla-
tion, glycosylation, acetylation and ubiquitination, sulfation,
sumoylation) (Fig. 2). These modifications play an important role
in the control of the activity, localization and stability of proteins,
and their interactions with other macromolecules (Gstaiger and
Aebersold, 2009). Functional genomics and transcriptome analysis
cannot provide experimental evidence for protein modifications
other than protein sequence information for the in silico prediction
of candidate sites of modification (Gstaiger and Aebersold, 2009).
PTM of proteins can occur very rapidly after infection. The treat-
ment of cells by microbes elicitors induced phosphorylation
changes (Dietrich et al., 1990; Felix et al., 1991; Lecourieux-
Ouaked et al., 2000; Viard et al., 1994). Most of these proteins dif-
ferentially phosphorylated are proteins involved in the signal
transduction pathways (e.g. LRR-containing proteins, MAP kinase
and transcription factors). During this last decade, several PTM of
hosts or pathogens proteins were identified using mass spectrom-
etry tools. In host/bacteria interactions, the bacteria can affect the
phosphoproteome either directly through the action of bacterial
effectors, and/or indirectly through downstream effects of host
proteins modified by the effectors (Grishin et al., 2015;
Rayapuram et al., 2014). In the Magnaporthe oryzae[rice pathosys-
tem, phosphoproteome analysis revealed 53 phosphoproteins
belonging to 12 functional categories in resistant or susceptible
background (Li et al., 2015). The changes in the plasma membrane
protein phosphorylation were investigated in Arabidopsis cells after
their treatment with the bacterial elicitor flagellin. Two phospho-
rylation sites that are strongly induced after the treatment seem
required for NADPH oxidase activation (Niihse et al., 2007).

4. Pitfalls in cross-talk deciphering

Many cell biologists, microbiologists, and parasitologists
used proteomics surveys as a mean to explain cross-talk in
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host-parasite associations. Early ‘“parasito-proteomics” studies
have provided a wealth of information about the cross-talk during
the attack of a host by a parasite and the hijacking of its cellular
functions (Biron et al., 2005). Unfortunately, to date, due to very
low dynamic ranges, most of these proteomics data reveal only
the host response to parasitism, i.e. host molecules and host bio-
chemical pathways involved in host-parasite cross-talk (Biron
et al,, 2013, 2011; Mehta et al., 2008a; Patramool et al., 2012).
Consequently, proteomics studies and related tools so far have
not revealed the complete host/parasite (i.e. proteins, peptides,
and metabolites) expressed during the invasion of host compart-
ments (i.e. cells and tissues) and the hijacking of host cellular func-
tions that ensure parasite growth to increase the likelihood of
completing its life cycle. In many associations, the main difficulty
is the organism size. Since parasites are often smaller than their
hosts it can be difficult to obtain enough parasite-derived proteins
that make possible their detection and profiling during host-para-
site cross-talk. However, thanks to the improved methodologies,
massive amount of data have been produced. Today, their interpre-
tation turns into a labor-intensive job. All identified proteins can
interact with each other, or interact with proteins non-identified
by proteomic approaches cited above. The information about the
dynamics of these interactions is required for an in-depth deci-
phering of the molecular cross-talk.

Interactomics is an emerging discipline in the proteomics field
(Fig. 2), which aims at identifying all the amenable molecular
interactions in a given cell or other biological environment (apo-
plast, extracellular medium, blood, xylem, etc.). Any identified pro-
tein putatively encounters dynamic interactions with other
molecules that could control a range of specific functions. Hence,
a candidate protein could interact with others proteins (Fig. 2),
or with DNA and RNA sequences (Fig. 2) to achieve a particular cel-
lular role. Besides the bioinformatics methods that could predict
many interactions of a candidate protein based on several criteria
(Amino acids sequence of protein, 3D structure of the protein,
sub-cellular localization, biochemical characteristics of the protein,
etc.). More technical means are now available to validate the pre-
dicted interaction. Protein-protein interactions have been mainly
performed using yeast two-hybrid screening (Y2H), tandem affin-
ity purification (TAP) and coimmunoprecipitation (co-IP). For
instance, a nice example is the identification of the CaHIR1 protein
in the plant hypersensitive response (HR) and in the induction of
cell death to Xanthomonas filamentous (Choi and Hwang, 2011).
By using additional interactomics studies based on the Y2H and
ColP experiments, the authors revealed that small filamentous
hemagglutinin-like protein (Fhal) of Xanthomonas sp interacts
with CaHIR1 protein in planta. This protein acts as a virulence fac-
tor in host plants (Choi et al., 2013). Such techniques have also
allowed the evidence of the gene for gene interaction in plants
showing that a direct interaction of a plant resistant gene and par-
asite avirulence gene product confers resistance to several patho-
gens (Cesari et al., 2013; Deslandes et al., 2003; Dodds et al.,
2006; Jia et al., 2000). In addition, several interactions between
pathogen effectors and animal genes were observed (Blasche
et al,, 2013; Yang et al., 2013).

To analyze the interaction between a candidate protein and the
DNA sequence, ChIP-sequencing, also known as ChIP-Seq is the
mostly used method. ChIP-seq combines chromatin immunopre-
cipitation (ChIP) with extensive parallel DNA sequencing to iden-
tify the binding sites of DNA-associated proteins. It can be used
to precisely map global binding sites for any protein of interest.
These techniques could be used to study the involvement of pro-
teins secreted and injected by the pathogens in host cells in order
to regulate the infected host. These secreted proteins could be
involved in hijacking of the host cells by remodeling of the host
genome expression. Noteworthy, interactomics of host-parasite

association is not restricted to study molecular interactions involv-
ing both host and parasite components. The study of host-specific
interactomics during the infection process (during the host-patho-
gen interaction), could provide valuable information about the host
genome regulation (Berghout et al., 2013). Likewise, focusing on
the pathogen side could provide useful information about the
remodeling of pathogen molecular strategies during infection pro-
cess (Mouveaux et al., 2014).

5. Guidelines to collect new key datasets

Collecting relevant data using the proteomics tools is far from
trivial. To go further in the understanding of the complex host-par-
asite molecular cross-talk, our use of proteomics strategies needs
to fit with the intricacy of the studied pathosystem. Whatever
the question is, temporal variations in the cross-talk are crucial
as relevant biological information is difficult to extract from a sin-
gle time point and since most of molecular events are highly
dynamic during the infection processes. Furthermore, the biologi-
cal compartment (i.e. tissues) that will be submitted to differential
proteomics must be carefully chosen in order to prevent non-
specific responses and a failure to detect lowly abundant proteins
from being detected because of major proteins being present.
Tissue micro-dissection could be a strategy to reduce sample com-
plexity by ways of excluding non-infected regions of the organ
from the sample, or intracellular fractioning. Another approach
would be to reduce complexity by studying specific parasite-host
interactions in an ex vivo tissue culture system in which the para-
site is presented with one tissue type of interest at a time (de
Bekker et al., 2013). When studying a model where the parasite
is suspected to hijack the host cell cycle, it could be pertinent to
study the nuclear proteome variations. It is also crucial to focus
on relevant protein populations that once again depend on the
question raised. For example, the analysis of early molecular
events and their cell signaling will be predominantly found within
a specific subset of the proteome such as the phosphoproteome,
whereas long-lasting responses controlling a sustainable gene
expression remodeling could be seen in the whole proteome
(Rayapuram et al., 2014).

In order to reduce some of the technical pitfalls that befell ear-
lier proteomics methods, new strategies such as metabolic labeling
can represent interesting alternatives. Although SILAC has several
advantages, it is not always the best choice since this method is
developed for cell cultures and its in vivo application is actually
limited to model species with completely sequenced genome.
However, it is possible to generate a database from transcriptomics
data from a unsequenced organism and use this for mass spec-
trometry analysis bypassing this issue (Evans et al.,, 2012). New
experimental methods such as SILAC and iTRAQ can give access
to the interactome integration level which consists in all the host
protein-parasite protein interactions that occur within a cell at a
given time (Munday et al., 2012). Since these interactions, that
can involve either two partners or large complexes, form the core
of a wide number of cellular processes, their studies are of great
importance to decipher the host-parasite molecular cross-talk.
Currently, approaches in genomics, transcriptomics, proteomics,
metabolomics and interactomics combined with bioinformatics
allow an in silico modeling of host-parasite protein-protein inter-
actions that will facilitate our understanding of the host-parasite
molecular cross-talk. A high-throughput generic and multidisci-
plinary approach is missing to reveal parasite proteins and host-
parasite protein-protein interactions (PPI) during the dynamics
of an infection. Recent studies on parasite strategies of infection
through the examining of the parasite-human interactome suggest
that parasites belonging to the Bacteria Kingdom and to the viruses
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could share molecular strategies to take control of host cellular
functions. Moreover, their proteins seem to preferentially target
“hubs,” i.e. highly connected proteins in the human PPI network
(Durmus Tekir et al., 2012; Khadka et al.,, 2011). These results
therefore reveal a possible evolutionary convergence of molecular
strategies in the hijacking of human cellular functions by parasites.
However, no global study with parasites and hosts belonging to
Phyla of different Kingdoms and portraying different parasite life-
styles exists. We believe that a multidisciplinary approach combin-
ing efficient quantitative proteomics techniques and
bioinformatics methods can deliver a temporal view of the molec-
ular strategies employed by parasites belonging to different
Kingdoms and Phyla. This approach, applied from sub-cellular
compartments (nucleus, mitochondria, cytoplasm, and membrane)
to the cellular level, should (i) reveal the host-parasite cross-talk
implemented during hijacking, and (ii) allow us to test the hypoth-
esis of a molecular convergence of parasite strategies in different
Phyla of the Tree of Life.

6. Concluding remarks

Living organisms are constantly exposed to parasites. Whereas
most host species have acquired strategies through selective pres-
sure to mislead the parasite and to win the fight during their cross-
talk, many parasite species have developed strategies to bypass the
host’s defenses and to ensure the completion of their life cycle,
ultimately, winning the molecular war. New research challenges
for the scientific community that tries to understand host-parasite
cross-talk are: (i) how are the proteins involved in cross-talk acti-
vated? (ii) is the regulation/activation of host proteins induced at
transcriptional, translational or post-translational level? (iii) can
proteins identified in proteomics studies explain resistance or per-
manent susceptibility of hosts to (a) parasite(s)? (iv) what is the
host-parasite cross-talk implemented during hijacking of host cel-
lular functions by extra- and intra-cellular parasites? (v) which
host cellular functions are perturbed by extra- and intra-cellular
parasites to take control of host cell functioning? Indeed, elucida-
tion of these complex molecular dialogues between hosts and par-
asites is clearly desirable not only to improve our understanding of
parasite virulence but also to identify parasite-specific host
biomarkers, and to define novel therapeutic targets. Among avail-
able quantitative approaches, the best one to adopt depends on
the nature of the host-parasite association under investigation.
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CHAPITRE Il : Analyse comparée du protéome
du grain de blé tendre a différents stades de
développement, infecté ou non par une souche
mycotoxinogene de Fusarium graminearum
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Les travaux de cette partie ont fait 1’objet d’une publication dans European Journal of plant
pathology sous le titre de : « A proteomics survey on wheat susceptibility to Fusarium head

blight during grain development ».

La protéomique permet 1’étude du protéome défini comme I’ensemble des protéines exprimées
par un génome donné dans des conditions données et & un moment donné (Wasinger et al.,
1995). L’ Analyse protéomique des interactions entre une plante et son agent pathogéne a connu
une augmentation spectaculaire au cours de ces derniéres années (Rampitsch and Bykova,
2012). Cela a été favorisé par I'évolution des techniques de protéomique, de la spectrométrie de
masse, des outils bio-informatiques et par le séquencage massif des génomes (plante hote et
agent-pathogene). Ces approches ont permis d’une part d’analyser le protéome du parasite, et
d’autre part, de contribuer a I’enrichissement de nos connaissances sur la réponse de la plante
aux agents pathogenes que ce soit dans un contexte résistant (recherche des génes de résistance)
ou dans un contexte sensible (recherche des facteurs de sensibilité).

Plusieurs études de protéomique (in planta et in vitro) ont été déja réalisées pour explorer
I’interaction Fusarium/blé ou Fusarium/orge (Tableau 7). Cependant, & notre connaissance
aucune ne s’est intéressée d’une maniére spécifique aux différentes modifications induites par
le développement et de I’infection par le champignon Fusarium graminearum sur le protéome
du grain. Le suivi des changements moléculaires induits par la fusariose sur le grain au cours de
son développement permettra non seulement de définir les différentes étapes de I’installation du
champignon sur le grain, mais aussi de mieux caractériser les voies biochimiques et les

processus biologiques ciblés par I’agent pathogene et contribuant a la sensibilité de la plante.

Afin de caractériser les bases moléculaires impliquées dans 1’adaptation d’un grain de blé
tendre a I’infection par la fusariose et de caractériser les genes, les fonctions et les processus
biologiques impliqués dans 1’installation de la maladie sur un grain, nous avons choisi de
travailler sur un cultivar frangais « Récital » sensible a la fusariose de 1’épi. Une cinétique
d’infection sur des grains de blé tendre infectés par la souche de Fusarium graminearum (Fgl)
a été réalisée. Les points de la cinétique choisis correspondent a des phases clés du
développement du grain (Nadaud et al., 2010). Le premier point est a 50°Cd (phase précoce de

la division cellulaire) ou 3 JPI (jours post inoculation), le deuxiéme point correspond a 150°Cd
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ou 7 JPI (phase tardive de la division et phase de la différenciation cellulaire) et le troisieme est

le 250°Cd ou 15 JPI (phase précoce du remplissage du grain).

Cette méthode consiste a extraire les protéines de grains infectés et de grains non infectés
(témoins). Pendant cette étape, les protéines sont précipitées pour enlever les contaminants- non
protéiques (sucres essentiellement) puis resolubilisées dans une solution compatible avec les
techniques de séparation. Les protéines sont ensuite séparées dans un premier temps en
fonction de leur charge (isoélectrofocalisation, IEF), puis dans un second temps en fonction de
leur masse moléculaire au travers d’un gel de poly-acrylamide (SDS-PAGE). Les gels obtenus
sont colorés, puis scannés, et l'abondance relative des protéines est comparée par analyse
d’image. Les spots protéiques présentant un intérét sont excisés puis identifiés par

spectrométrie de masse (Figure 21).

L’analyse du protéome des grains infectés a conduit a I’identification de 73 protéines
différentiellement exprimées sur un total de 2000 analysées entre les grains témoins et infectés
a ces trois points de la cinétique étudiée et appartenant a cing processus biologiques distincts.
Méme si la technique de PCR quantitative a mis en évidence la présence du champignon dans
les grains inoculés ne présentant pas de symptomes visibles a 1’ceil nu, aucune protéine
fongique n’a été détectée dans notre analyse protéomique. Ce résultat a été observé également
dans une étude récemment publiée par Masci et al., 2015 dans Journal of Agricultural and food
chemistry ou aucune protéine fongique n’a été détectée malgré la détection des mycotoxines
dans les échantillons de grains inoculés. Cette étude a permis d’établir ces quatre principales
conclusions discutées dans ’article publié dans European Journal of Plant Pathology :

- L’infection des grains par le FHB n’induit pas de changements drastiques du protéome du
grain, a I’exception de certains spots protéiques différentiellement régulés, les profils
protéiques entre les grains témoins et les grains infectés restent semblables a chacun des
trois stades du développement du grain analyse. Des résultats similaires ont été egalement
obtenus par Masci et al., 2015 ; Eggert and Pawelzik, 2011 qui soulignent également que
I’infection des grains par le champignon F. graminearum n’affecte pas sévérement les
patterns protéiques. La concordance de ces résultats suggere que I’infection ne perturbe pas
la cinétique de développement du grain d’autant plus les 73 protéines identifiées ne sont

pas impliquées directement dans le développement du grain et sa régulation.
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Tableau 6. Etudes protéomiques portant sur I’interaction F. graminearum avec le blé et

l'orge.

(Yang et al., 2013)

Growth
conditions

In the growth media containing
either glucose or hop cell walls

In the synthetic media containing
polysaccharide supplements

In the wheat grains

In the growth medium promoting
trichothecene biosynthesis after
2-day growth in the rich medium

In the growth media containing only

barley or wheat flour

In the growth medium with limited

nitrogen after 2-day growth in the
rich medium

In the growth medium with
unlimited nutrients

Virus-free and -infected strains
grown in the complete medium

In the resistant wheat spikes

In the susceptible and resistant
wheat spikes

In the susceptible wheat spikes

In the susceptible wheat ears

In the susceptible and resistant
wheat spikes

In the moderate resistant wheat
spikes

In wheat carrying either resistant or

susceptible alleles at the Fhb 1
locus

In emmer heads and co-colonization

with Fusarium culmorum
In the spikes of six barley
genotypes of varying resistance

In the susceptible barley spikes
grown under different N fertilizers

In the susceptible barley spikes

In the susceptible barley seeds

In the spikes of eleven barley
genotypes of varying resistance
In the naked barley heads and
co-colonization with Fusarium
culmorum

Sampling
times
6d,9d

7d

Maturity
0,4d,9d, 12d

0,6h,12h

5d

6h,12h,24h

5d

1d,2d,3d

5d,15d,256d

12h

48 h

72h

Maturity

3d

Maturity

2d

3d

Maturity

Maturity

Sample

materials

Culture supernatants

Culture supernatants

Fungal secretome

Fungal tissues

Culture supernatants

Fungal tissues

Fungal tissues

Fungal tissues

Wheat spikes

Wheat spikelets

Wheat spikelets

Wheat ears

Wheat spikes

Wheat spikes

Wheat spikelets

Emmer grains

Barley spikelets

Barley seeds

Barley spikelets

Germinating barley seeds

Barley seeds

Naked barley grains

Proteomics
techniques

1-DE, 2-DE, LC-MS/MS
1-DE, LC-MS/MS

1-DE, LC-MS/MS
iTRAQ, LC-MS/MS 2-DE,
MS/MS

2-DE, MALDI-MS/MS

2-DE, MALDI-MS, 1-DE,

IMAC, TiO,, LC-MS, SAX,

IMAC, LC-MS/MS

SCX, IMAC, LC-MS/MS

2-DE, LC-MS/MS

2-DE, MALDI MS

2-DE, LC-MS/MS

2-DE, LC-MS/MS

DIGE, MALDI MS/MS

2-DE, MALDI MS

2-DE, MALDI MS

LC-MS/MS, spectral
counting

2-DE, LC-MS/MS

2-DE, LC-MS/MS

2-DE, MALDI MS/MS

2-DE, MALDI MS/MS

2-DE, MALDI MS/MS

2-DE, LC-MS/MS

2-DE, MALDI MS,
LC-MS/MS

Remarks

Analysis of the fungal in vitro secretomes

High-throughput analysis of the fungal in vitro
secretomes

Analysis of the fungal in planta secretomes

In vitro time course study of the changes in fungal
intercellular proteomes due to the induction of
trichothecene production

Study of the fungal in vitro secretomes under growth
conditions which mimic in planta nutritional situation

Analysis of the fungal phosphoproteomes under the
in vitro growth condition that activates trichothecene
pathway

Analysis of the fungal in vitro phosphoproteomes

Study of the fungal proteomes in response to viral
infection

Study of the differential expressed wheat proteins in
response to fungal infection

Study of the differential expressed wheat proteins in
response to fungal infection

Identification of wheat proteins regulated by the
fungus and fungal expressed proteins in planta

Investigation of the changes in xylanase inhibitors
(iso)forms of wheat due to fungal Tir5 mutant infection

Study of the differential expressed wheat proteins and
genes in response to fungal infection

Study of the differential expressed wheat proteins in
response to fungal infection

Identification of mechanisms of resistance governed by
the FHB resistance locus Fhb 1

Study of the differential expressed emmer seed proteins
in response to fungal infection

Study of the differential expressed barley proteins in
response to fungal infection

Investigation of effect of nitrogen fertilizer mounts on the
severity of FHB and identification of fungal proteins in
planta

Definition of infection levels correlated to fungal induced
plant proteome degradation and identification of the
differential expressed barley proteins in response to
fungal infection

Study of the differential expressed barley seed proteins
in response to fungal infection during germination

Study of the differential expressed barley seed proteins
in response to fungal infection

Identification of the differentially expressed seed
proteins in response to fungal infection and to growing
location of the plant

Reference

(2005)

Phalip et a

Paper et al. (2007)

(2007)

Paper et a

Taylor et al. (2008)

Yang et al. (2012)

Rampitsch et al. (2010)

Rampitsch et al. (2012)

Kwon et al. (2009)

(2005)

Wang et a

Zhou et al. (2005)

Zhou et al. (2006)

Dornez et al. (2010)

Ding et al. (2011)

Shin et al. (2011)

(2012)

Gunnaiah et a

etal. (2011)

Geddes et al. (2008)

Yang et al. (2010a)

Yang et al. (2010b)

Yang et al. (2011)

Zantinge et al. (2010)

Eggert and Pawelzik
(2011)



Le FHB induit des changements fins et ciblés comme dans le métabolisme primaire avec
un impact majeur sur la synthése de 1’amidon via une sous-expression de la starch synthase
1 et une activation des mecanismes impliqués dans la dégradation de sucres complexes
comme I’amidon. Par ailleurs, des dosages d’amidon ont été réalisés par D’Ovidio et al en
2012 sur des grains infectés. Le résultat montre une diminution importante en contenu
d’amidon dans les grains infectés par rapport aux grains sains (Proceedings, 1"
International Gluten Workshop, Beijing, China 2012). Les conséquences de ces
changements métaboliques de la plante ont a la fois un impact sur le grain de blé qui
devient de moins bonne qualité avec une diminution des réserves en amidon et en protéines
de réserve, mais aussi sur le champignon qui va puiser les sources indispensables pour son

développement et son installation sur grain.

Cette analyse a également mis en évidence un lien entre le développement du grain et du
champignon F. graminearum. La spécificité de la réponse de la plante a chacun des stades
étudiés suggére que le développement et le cycle infectieux de 1’agent pathogéne est calé
sur les différentes phases du développement du grain. Ce résultat préliminaire sera pris en
considération dans le CHAPITRE IIl, notamment dans la conception du dispositif

expérimental (d’autres points a analyser) et dans 1’analyse des données transcriptomicques.

L’utilisation de I’approche protéomique pour comprendre la réponse de la plante au FHB
peut présenter certaines limites, les plus importantes sont : (i) le faible nombre de protéines
différentiellement régulées identifiées et de leurs fonctions, ce qui rend difficile
I’établissement d’un scénario du processus infectieux sur le grain de blé¢ d’ou le besoin
d’élargir le catalogue des génes et des fonctions impactés par le FHB, (ii) difficulté a
détecter certaines protéines comme les protéines faiblement abondantes qui pourraient étre
cruciales dans la compréhension du processus infectieux (facteurs de transcriptions,
certains inhibiteurs enzymatiques et les protéines membranaires), ou des protéines trés
basiques ou acides qui sont difficile a mettre en évidence par une approche en gel. Pour
palier ces limites, nous avons décidé de compléter cette étude par une analyse de la

dynamique du transcriptome du grain en développement infecté par le FHB.
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Abstract The mycotoxigenic fungal species Fusarium
graminearum is able to attack several important cereal
crops, such as wheat and barley. By causing Fusarium
Head Blight (FHB) disease, F. graminearum induces
yield and quality losses and poses a public health con-
cern due to in planta mycotoxin production. The mo-
lecular and physiological plant responses to FHB, and
the cellular biochemical pathways used by
E graminearum to complete its infectious process re-
main still unknown. In this study, a proteomics ap-
proach, combining 2D-gel approach and mass spec-
trometry, has been used to determine the specific protein
patterns associated with the development of the fungal
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infection during grain growth on susceptible wheat. Our
results reveal that £ graminearum infection does not
deeply alter the grain proteome and does not significant-
ly disturb the first steps of grain ontogeny but impacts
molecular changes during the grain filling stage (impact
on starch synthesis and storage proteins). The differen-
tially regulated proteins identified were mainly involved
in stress and defence mechanisms, primary metabolism,
and main cellular processes such as signalling and trans-
port. Our survey suggests that . graminearum could
take advantage of putative susceptibility factors closely
related to grain development processes and thus provide
new insights into key molecular events controlling the
susceptible response to FHB in wheat grains.

Keywords Susceptibility factors - Wheat - Fusarium
graminearum - FHB - Mycotoxin

Introduction

Pathogen-susceptible plants could be connected at least
in part to host-susceptibility genes or more broadly, to
host-susceptibility factors including a range of determi-
native factors able to favour pathogen growth (Li et al.
2013; Gonzalez-Lamothe et al. 2012). Increasing evi-
dence has already shown that lacking of these pivotal
host genes/factors could hamper the infection process or
even confer plant resistance while they could be essen-
tial for plant growth. More than 30 potential host sus-
ceptibility genes (S-genes) in different plant species
have been reported in the literature (Pavan et al. 2010),
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depicting either that transient knock-down of such genes
could increase the plant resistance or that the over-
expression of other ones could lead to increasing suscep-
tibility. For instance, among S-genes, PMR6 and MLO
genes were discovered as genes coding for susceptibility
factors promoting growth of powdery mildews (Eckardt
2002), ADH1 gene modulates the susceptibility of hordei
spp plant to Blumeria graminis fungus (Pathuri et al.
2011) and recently /44-Asp gene was identified as a
susceptibility gene as it promotes the growth of Botrytis
cinerea in Arabidopsis thaliana (Gonzalez-Lamothe
et al. 2012). Digging into S-genes or S-factors could
provide a wealth of additional knowledge to understand
plant susceptibility and could be a means to find new
strategies aiming at sustainable plant resistance.
Fusarium Head Blight (FHB) is among the most
devastating disease worldwide, affecting wheat and
other small grains cereals (Goswami and Kistler
2004). This destructive and economically important
disease is caused primarily by the mycotoxigenic
ascomycetous fungus Fusarium graminearum (Fg).
FHB causes not only lower yields, but also grain
contamination by producing mycotoxins (e.g.,
deoxynivalenol, DON) which are very harmful for
human and animal supplies (Bottalico and Perrone
2002; Jansen et al. 2005; Ilgen et al. 2009). The plant
symptoms and responses to Fg attack are diverse,
tissue-specific and vary according to the plant spe-
cies. Up to now, several resistant genotypes are used
as a means to control FHB in field. Three main types
of FHB resistance can be described: type I refers to
the resistance to initial infection (Mesterhazy 1995),
type II depicts the resistance to the spread of pathogen
within the spike (Schroeder 1963) and type 111 refers
to the resistance to DON synthesis (Miller et al.
1985). To our knowledge, FHB determinism has been
mainly assessed from resistant genotypes to trace the
so-called resistance genes (R-genes). Resistance to
FHB in wheat is quantitative and is governed by many
QTLs which control different types of resistance (Bai
and Shaner 2004). Among the one hundred FHB
resistance QTLs identified in wheat, the FhbI locus,
which was located in chromosome 3BS, explains up
to 60 % of the phenotype variation for type Il FHB
resistance and is seen as a major QTL for this disease
(Cuthbert et al. 2006; Buerstmayr et al. 2009).
Comparisons of protein expression profiles between
the unique pair NILs contrasting in Fhbl alleles
allowed the identification of nine types of either
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induced or up-regulated proteins that were associated
with wheat FHB resistance in the Fhb{+ NIL. These
differentially expressed proteins may be involved in
multiple processes which make difficult the under-
standing of molecular events linked to FHB resistance
(Zhang et al. 2013a). Likewise, many data have been
accumulated about the defence mechanisms involved
in wheat resistance to FHB (Zhou et al. 2002;
Buerstmayr et al. 2003), either by using
transcriptomic (Gottwald et al. 2012a; Kugler et al.
2013) or proteomic approaches (Zhou et al. 2005;
Ding et al. 2011; Gunnaiah et al. 2012; Zhang et al.
2013b). Most of these studies were primarily focused
on understanding the genetic basis of major QTLs
(e.g., thbl). Proteomic studies pointed diverse mech-
anisms of resistance such as oxidative burst, oxidative
stress, response and induction of PR proteins, changes
in hormones and secondary metabolism in barley
(Yang et al. 2013) and in wheat (Hamzehzarghani
etal. 2005; Yang et al. 2013). Another study combin-
ing proteomics and metabolomics approaches sug-
gested that the fhbl resistance is mainly associated
with cell wall thickening due to deposition of
hydroxycinnamic acid amides, phenolic glucosides
and flavonoides, but not with the conversion of
DON to less toxic DON 3-O-glucoside (Gunnaiah
et al. 2012). Furthermore, transcriptomics also re-
vealed the activation of ABC transporters, UDP-
glucosyltransferases and proteases in different FHB
resistant genetic backgrounds (Gottwald et al. 2012b).
The Fhbl QTL derived from the resistant genotype
sumai3, showed greater accumulation of transcripts of
Pathogen-Related proteins such as PRS, PR14, ABC
transporter and JA signalling pathway (Xiao et al.
2013). In addition, Kugler et al. (2013) found that the
G-protein coupled receptor kinase and biosynthesis
genes for jasmonate and ethylene were earlier induced
in plants including Fhb! QTL, and they found genes
involved in biosynthesis and metabolism of riboflavin
were more abundant in plants displaying QOfhg.ifa-54
QTL. These results show that many efforts have been
undertaken to decipher the molecular determinism of
plant resistance. Conversely, the understanding of plant
susceptibility is still poorly documented in wheat while
identification of susceptibility factors has already been
reported using deletion mutants (Ma et al. 2006).

Plant susceptibility and related susceptibility factors
are expected to be part of the whole range of FHB
responses found in susceptible genotypes. Therefore,
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to gain insights into susceptibility putative responses in
wheat grains, the plant molecular changes occurring
during the compatible interaction between a
mycotoxigenic Fg strain and the susceptible French
wheat cultivar Recital were examined during 14 days.
In wheat, the grain development involves three main
steps: (i) the cell division occurs within 3—6 days after
anthesis (daa), and is associated with cell wall initiation
and intense mitotic activity; (ii) the differentiation step
and endoduplication (7-10 daa) includes the formation
of the main cell types (transfer cells, aleurone, starchy
endosperm and cells surrounding the embryo); and (iii)
the grain filling stage (12-28 daa) (Nadaud et al. 2010).
By using proteomic tools (i.e. 2-DE combined to mass
spectrometry), we assessed the dynamics of molecular
events that occurred specifically in the grain tissue at
these three key growth stages to provide for the first time
a mapping of Fg-responsive proteins and to investigate
FHB susceptibility factors during Fg-wheat compatible
interaction.

Materials and methods
Host and fungal material

During 2009 and 2010, a winter wheat cultivar, so-
called “Recital”, was grown in a greenhouse at the
INRA Research Center of Clermont-Ferrand (France)
without treatment and pesticide protection. Inoculation
(i.e. infection) of wheat ears by Fg/ strain was done at
the flowering stage (~14 weeks after sowing), especially
at mid-anthesis, when about 50 % of the stamens were
visible. The inoculum (10> spores per ml) was deposited
by spraying about 50 pl on both sides of the ears. A
mock treatment was applied by spraying water without
spores and served as control. After spraying, mock- and
Fgl-treated ears were covered with a bag for 2 hours to
maintain sufficient moisture and to promote attachment
of the Fgl spores in inoculated ears. The infection
process was surveyed during 14 days at three key grain
developmental stages in comparison to control plants:
cell division, cell differentiation, and grain filling
(Fig. la). As a whole, 10 infected and 10 control ears
were randomly harvested at 3, 7, and 14 days after
inoculation (dai) and immediately frozen in liquid nitro-
gen. The grains of control and inoculated ears were
dissected and ground under liquid nitrogen. Samples
were stored at —80 °C until proteomic analysis.

Fg biomass quantification and FgTri-5 expression

Relative F. graminearum biomass quantification was
performed on the genomic DNA by using qPCR. The
DNA was extracted from 250 mg fresh material accord-
ing to Rogers and Bendich (1994). DNA quality and
concentration were inspected on a Nanodrop system
(ThermoScientific, Bonn, Germany). For qPCR, the
samples were prepared using the 480 Syber Green I
Master Kit (Roche Diagnostics, Mannhein, Germany)
according to the manufacturer protocol and carried out
according to the following protocol: denaturation at
95 °C for 5 min, 35 repeats of 95 °C for 10 s, 60 °C
for 20 s and 72 °C for 20 s. A melting curve analysis was
conducted from 55 °C-95 °C in 0.5 °C steps and 10 s
dwell time to confirm the amplification of single
amplicons. The amplicon size was confirmed on a 2 %
agarose gel. The ratio of F. graminearum (Fg) to
T aestivum (Ta) gDNA was determined by qPCR by
using primers amplified Fg/GS (Inter Genic Spacer) and
Tal8S (ribosomal DNA), respectively. The FgTRIS5
(gene coding for the trichodiene synthase) expression
was followed to assess the induction of trichothecene
pathway (mycotoxins biosynthesis) during grain colo-
nization (Ilgen et al. 2009; Jurado et al. 2005). Total
RNA was extracted from approximately 250 mg bulk
grains using the phenol/chloroform/isoamylic treatment
(Bogorad 1983). Then, the RNA was precipitated using
isopropanol. DNAse I treatment was applied to remove
contaminating genomic DNA. First strand cDNA was
synthesized with 1 pg of purified RNA using the iScript
reverse transcriptase (Biorad kit). The 7aRLI (RNase L
inhibitor protein) served as reference gene (Giménez
etal. 2011). The primers used for qPCR in this analysis
are listed in Table 1S. The ratio Fg/GS to Tal8S and the
ratio FgTri5 to TaRLI were calculated using the ACt
method (Pfaffl 2001).

Proteomics analysis and proteins identification by mass
spectrometry (LC-MS/MS)

Protein samples were extracted using the TCA/acetone
procedure described by Wang (Wang et al. 1996). The
Bradford method was used to quantify protein concen-
tration with BSA as standard (Bradford 1976). Two-
dimensional electrophoresis was achieved by using
300 pg of solubilized protein sample. Following IEF
and equilibration, the second separation was performed
using 24-cm wide gels; the strips were positioned on top
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Fig. 1 Impact of Fusarium graminearum on wheat grain tissue.
(a) Symptoms observed during susceptibility responses to Fusar-
ium graminearum at the three time points of infection in wheat
grains (3, 7, 14 days after inoculation; 3, 7, 14 dai), (b) and (c)

of a 14 % polyacrylamide gel in the presence of SDS
and sealed with 0.5 % agarose. The gels were run for
30 min at 5 watts per gel followed by 6 h at 10 watts per
gel. The gels were then stained using colloidal blue
brilliant coomassie CBB G-250 (Sigma, St. Louis,
MO, USA) according to Rabilloud (2002). As a whole,
four 2-DE gels were run for each treatment from two
protein extractions of the 10 pooled ears collected dur-
ing each experimented year. Gels were scanned with a
G-800 scanner (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) at
300 dpi and 16-bit grayscale. Image analysis was
achieved using Samespots software v4.1 (Nonlinear
Dynamics, Newcastle, UK). After spot detection and
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% of the whole set of proteins displaying significant changes in
their abundance

F. graminearum biomass quantification and FgTri5 relative gene
expression assessed at 3, 7 and 14 dai by using gPCR method, (d)
distribution of the differentially regulated proteins according to the
biological processes

spot matching, spot intensitiecs were normalized in
Progenesis PG240 software (Nonlinear Dynamics,
Newcastle, UK) using the total quantity in valid spot
method: the quantity of each spot in the gel is divided by
the total quantity of all spots in the reference gel. An
ANOVA test was then performed on the log-normalized
quantities. Spots of interest that were deemed significant
(P<0.05) for any abundance changes were excised,
destained and trypsin-digested as described in Nadaud
etal. (2010). LC-MS/MS analysis was performed using
the Ultimate 3000 RSLC (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) with 15 ¢m nanocapillary col-
umns of an internal diameter of 75 um (Acclaim Pep
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Map RSLC, Dionex). The solvent gradient was run from
4 to 50 % acetonitrile in 0.5 % formic acid at a flow rate
of 300 nl min~' for 30 min. Peptides were
electrosprayed into an LTQ Velos mass spectrometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
through a nanoelectrospray ion source. The LTQ Velos
was operated in a CID top 10 mode (i.e. one full scan
MS from which ten major peaks are selected for MS/MS
fragmentation). Xcalibur interface was used to monitor
data-dependent acquisition of peptide ions. Database
searches were achieved using X!Tandem (http:/www.
thegpm.org/TANDEM). For protein identification, the
wheat and Brachypodium protein databases were
combined with Fg database (Fusarium graminearum
Genome Database V3.2, 2011/03/27; http://mips.
helmholtz-muenchen.de/genre/proj/FGDB/) and
completed to common contaminants. Protein
identification was parsed and validated using the
X!Tandem Pipeline tool when at least two peptides
originating from a single protein were significant
(http://pappso.inra.fi/bioinfo/xtandempipeline/).

Results
Fg development on wheat grain tissue

The Fg-induced responses were surveyed at three key
grain developmental stages over a 14-days period
(Fig. la). During the earliest stage at 3 dai, no obvious
symptoms were observed on inoculated spikes while the
FgIGS qPCR quantification enables a faint detection of
Fg (Fig. 1b). However at 7 dai, a 3-fold increase of Fg
biomass occurred along with the appearance of symp-
toms reaching some of the spikelets and some of the
grains. A weak detection of Fg7ri5 transcript was also
observed, indicating the synthesis of the deoxynivalenol
mycotoxin (DON) (Fig. Ic). Finally, at 14 dai, the ears
were thoroughly infected and the grains were massively
colonized by Fg (Fig. 1 and 1S); FelGS quantification
depicted abundance 12.000 times greater as 7 dai while
FgTri5 displayed a 15-fold increase.

Comparative analysis of the wheat grain proteome
during a time course of Fg infection

2-DE gels were analyzed at each developmental stage to
detect grain proteins that were reproducibly regulated in
response to Fg inoculation over the two experimental

years., About 2000 protein spots were resolved on all
proteome maps. Comparison of protein abundance pat-
terns between control plants versus infected plants at the
same developmental stage showed that most of the
protein spots did not display any change in their abun-
dance. As a whole, 22 protein spots displayed signifi-
cant abundance changes at 3 dai, 32 were detected at 7
dai and 21 at 14 dai; noteworthy, each was specific to the
developmental stage. Out of these 75 Fg-responsive
protein spots (Fig. 2S), 73 were successfully identified
by LC-MS/MS, 36 were up-regulated (7 at 3 dai, 25 at 7
dai and 4 at 14 dai) whereas 37 were down-regulated
(13 at 3 dai, 7 at 7 dai and 17 at 14 dai) (Table 1) . The
identification results are listed in Table | (see Table 2S
and 3S for details). Changes detected at 3 dai and 14 dai
gathered mainly decreasing protein abundances (31 out
of 43 spots) while changes induced at 7 dai gathered
mainly increasing protein abundances (Fig. 3S).

To investigate which biological processes the differen-
tially regulated proteins may be involved in, we classified
proteins according to the functional categories previously
defined in the functional catalogue recently published
(Tasleem-Tahir et al. 2012). In our study, responsive pro-
teins to Fg infection belonged to five main functional
groups including primary metabolism (60 %), translation,
cell cycle and DNA repair (19 %), stress and defence
(15 %), transport (5 %) and signalling (1 %) (Table 1,
Fig. 1d). Whatever the developmental stage, the primary
metabolism group was the most widely impacted process
including proteins involved in carbohydrate metabolism,
storage proteins, energy metabolism, amino acids and fatty
acids metabolism. Moreover, the primary metabolism
group gathered 16, 26 and 18 % of the whole regulated
protein set at 3 dai, 7 dai and 14 dai, respectively. At 3 dai,
changes concerned both increasing and decreasing protein
abundances, while 7 dai and 14 dai, the changes consisted
of contrasted trends, including mostly up-regulation at 7
dai and mostly down-regulation in the latter stage
(Fig. 1d). In the stress and defence protein group, 11
proteins displayed changes in their abundance during Fg
infection. They gathered nearly 10 % of the whole regu-
lated protein set detected at 3 dai and 14 dai, and less than
5 % at 7 dai. Most of them were down-regulated especially
at 3 dai and 14 dai while those detected at 7 dai were all
up-regulated. Other proteins related to transport, signal-
ling, translation and cell cycle control including DNA
repair and cellular organization were also differentially
regulated. Within these functional groups, most of the
responsive proteins displayed increasing abundances
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Table 1 List of grain proteins displaying significant changes in their abundance as a consequence of Fg inoculation. U: up-regulated

proteins, D: down regulated proteins after Fg inoculation

TLog, Ratio 25D}
Spot 1d Protein description 3 dai 7dai 14 dai Functional category Aceession number
Primary metabolism
174 Pyruvate,orthophosphate dikinase Pyruvate membolism Bradi2g25745.1
215 plastid alpha-14-glucan phosphorylase (Phol) Polysaccharides catabolism B2LXU4
219 plastid alpha-14-glucan phosphorylase (Pholy Polysaccharides catabolism B2LXU4
n Glutaminyl-RNA synthetase AA metabolism Bradi2e05460.1
358 HMW-glutenin By subunit Storage profein Q6UIYT
367 methionine-RNA ligase activity, ATP binding AA metabolism Bradil g698%0.1
402 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Energy metabolism P12862
487 Starch synthase 1, chloroplastic amyloplastic Starch synthesis Q43654
502 Transketolase, thiamine diphosphate binding domain Energy metabolism Bradil g51670.1
506 Transketolase, thiamine diphosphate binding domain Energy metabolism Bradil g51670.1
684 Phasphoglucomutase Glucase metabolism Q8VX48
75 ATP synthase subunit alpha, chloroplastic Energy metabolism P12112
731 Succinate-CoA ligase activity C3and C4 cycle Bradil g07020.1
70 Methylenctetrahydrofolate reductase AA metabolism AGXMYS
823 shimthionedisulfide reducase activity Energy metabolism QBUQ6
829 Aceiohydroxyacid synthase Energy metabolism QB4U0S
842 ketol-acid reductoisomerase activity ‘AA metabolism Bradi2g15790.1
870 Pyruvate,orthophosphate dikinase Pynvate metabolism Bradi2g25745.1
959 Cytosolic glutathione reductase Energy metabolism Q6UQOG
980 Glucose-] -phosphate adenylyliransferase Starch synthesis Q7XJA9
1032 ghitathione-disulfide reductase activity Energy metabolism Q6UQUE
1061 Phospheglycerate kinase, cytosolic €3 and C4 cycle P12783
1134 Glucose-1-phosphate adenylyliransferase Starch synthesis P12299
1392 Low molecular weight glutenin subunit Siomge profein B2Y201
1400 ‘Glutamine synthetase ‘AA metabolism Q6RUI
1425 Aspartate aminotransferase/Glutamic oxaloacetic tra nsaminase AAT1/GOT2 AA metabolism Bradi3g09050.3
1474 G 3-phosphate Glycolysis C7C4xX1
1478 G yde-3-phosphate Glycolysis C7C4X1
939 activity, phosph hydratase activits Glyeolysis Bradi3g22550
1496 dTDP-ghicose 4-6-dehydratase/UDP-glucuronic acid decarboxylase Xylose biosynthesis Bradil g66440.1
1548 Malate dehydrogenase €3 and C4 cycle A3KLL4
1549 Aestivum stearoyl-ACP desaturase Fatty acid metabolism E9NIRS
1577 High-molecular-weight gluienin subunit Siomge profein A9ZMGS
1594 Fructose-bisphosphate aldolase Glycolysis C11959
1602 LMW-GS Storage protein H6VLQ4
1662 NAD-dependent malate dehydrogenase C3 and C4 cycle Bradi2g15740.1
1733 S-malonyltransferase Energy metabolism Bradil g65140.2
1931 Globulin 1 0S8 Storage protein QUQsD4
1991 SUGAR-1-PHOSPHATE GUANYL TRANSFERASE Lipopolysaccharide biosynthesis Bradilgl9770.1
2034 SUGAR-1-PHOSPHATE GUANYL TRANSFERASE Lipopolysaccharide biosynthesis Bradil g19770.1
2064 oxidoreductase activity NAD or NADH binding Energy metabolism Bradi2g20370.1
2227 Aci-reductone-dioxy genase-like protein AA metabolism C4PK50
2346 lactoylglutathione lyase/metal ion binding Energy metabolism Bradis g03830.1
‘ 2448 Triticin Storage protein B2CGM6
352 Molecular chaperane (HSP90 family) Protein folding Bradidg6370.1
n Chaperone HSP104 and related ATP-dependent Clp proteases Protein folding 11A06
435 Molecular chaperone (HSPIO family) Protein folding Bradidg32941.1
602 Phenylalanine ammenia lyase (PAL) Stress and defense QYLD25
628 70 kDa peptidyl-prolyl isomerase Protein folding Q43207
o1 Heat shock protein 70 Protein folding C3v133
907 Chaperonin complex component, TCP-1 beta subunit (CCT2) Protein folding TIHGE3
173 Putative PDI-like protein Cell redox homeostasis DELIB4
2517 Peptidyl-prolyl cis-trans somerase Protein folding ATXDGS
2598 thioredoxin peroxidase activity/oxidoreds activi foxidant activity Stress and defense Bradi2g46380
2678 Response (o siress Stress and defense Bradi2g23560.1
| Translation, ccll cyele and DN A
414 Ribonucleotide reductase, barrel domain/ATP binding DNA replication Bradil g48170.1
1021 Alpha tubulin-3A Cytoskeleton Structure AdK4AY4
1178 Mitochondrial translation elongation factor Tu Translation 111B68
1222 ATP-dependent 5'-3' DNA helicase activity DN Areplication 11GwP1
1513 Mitotic spindle checkpoint protein BUB3, WD repeat superfamily Cell Cycle 2357121328
1634 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit beta Translation 024473
1797 Eukaryotic transkation initiation factor 3 subunit G Translation 1IDB7
2464 Eukaryotic transktion initiation factor SA3 Translation Q384H9
2471 Eukaryotic translation initiation factor SA3 Translation Q3S4H9
2576 Uncharacterized protein Translation Tc2
2620 small subunit ribosomal protein S12¢ Translation nGMmle
3052 small subunit ribosomal protein S21e Translation T1GMJ6
Signaling
2118 laminin receplor activity NS 0860006 Signaling Bradil g60310.1
‘Transport
T4 Vsicle tmfficking protein Slyl (Secl family) Transport Bradisg24240.1
1083 hydrogen-exporting ATP; ivity, phosphorylati Transpart Bradilg34170
2060 Voliage dependent anion channel (VDAC) Transport Q41591
2139 Clathrin adaptor complex Transport Bradi3g34620.1
1728 Polypeptide: ORF uncharacterized BradiSgl2080.1
NS

during the whole infection kinetics and were specifically

Up regulated protein
Down regulated protein

over-represented at 7 dai (Fig. 1d, Fig. 2).

To assess connections and discrepancies with previ-
ously published studies, we compared our results to
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three 2-DE works which have investigated the Fig/wheat

interaction but under contrasting conditions (different

wheat cultivars and Fg strains, other sampling points
and different tissues) (Dornez et al. 2010; Ding et al.
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Fig.2 Schematic representation of the main FHB-related changes
in proteome patterns. Magnitudes of changes are depicted for each
biological process at the three time points of Fusarium

2011; Yangetal. 2013) (Fig. 3) (Table 4Sa, 4Sb and 5S).
Dornez et al. (2010) identified 39 protein spots differ-
entially expressed during time course of infection (5, 15,
and 25 days post anthesis) on susceptible grains of
Bobwhite cultivar inoculated with ATri5Fg strain (no
production of mycotoxins). Ding et al. (2011) used two
contrasting genotypes (a resistant and a susceptible one)
and identified 77 Fg-responsive proteins at 12 hpi; 64
were detected in the susceptible genotype and 65 in the
resistant one including 52 common proteins. Finally,
Zhang et al. (2013) focused on NILs contrasting in

Up

graminearum infection in wheat grains (3, 7, 14 days after inoc-
ulation; 3, 7, 14 dai). In red: Up regulated pathway, In green: down
regulated pathway

Fhbl alleles and identified 32 differentially regulated
proteins in response to Fg inoculation. The comparison
of our study with these three studies (Dornez et al. 2010;
Ding et al. 2011 and Zhang et al. 2013) revealed only
three common proteins (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, malate dehydrogenase and elongation
factor Tu). This low consistency can be explained by the
fact that the plant genetic backgrounds (resistant and
susceptible cultivars) and the harvested tissues (spikes,
spikelets and grains) were different, as well as the Fg
strain and the inoculation procedure (spraying or
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Fig. 3 Comparative analysis of three studies published in 2010,
2011 and 2013 on the Fg / wheat interaction. Identified proteins
were grouped into five biological processes. The histograms show

injection). However, the classification of these proteins
into biological processes showed that several identified
proteins were involved in the same biochemical path-
ways, including metabolism, stress and defence, DNA
and gene regulation, and cell expansion. This result
strengthens the possible involvement of these pathways
in FHB responses. Regardless of the study, primary
metabolism and stress proteins always gathered the
largest number of proteins (Fig. 3). Noteworthy, trans-
port proteins were over-represented only in our study;
we observed also an impact on grain filling stage via
alteration of storage protein and starch synthesis such as
observed in Ding et al. (2011) for only starch synthesis.

Discussion
To gain new knowledge about the FHB susceptibility,

we traced plant molecular changes especially in the
wheat grain tissue. We examined the dynamics of
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the number of proteins which were up (in red) or down (in green)
regulated in each biological process

protein abundance changes induced by Fg infection
and its outcome during grain development (i.e. grain
formation). FHB-responsive proteins were surveyed
over three pivotal growth stages of the wheat grain (cell
division, cell differentiation and grain filling) as de-
scribed by Nadaud et al. (2010) (Fig. 1a). The grain
growth is controlled by a deep remodelling of protein
patterns (Rogers and Bendich 1994; Evers and Millar
2002; Nadaud et al. 2010). Therefore, FHB-induced
changes were examined within a specific fluctuating
molecular context which includes: (i) increasing
amounts of proteins involved in cell wall initiation and
energy production at the early cell division stage, (ii)
varying abundances of proteins involved in carbohy-
drate metabolism and stress responses during cell dif-
ferentiation stage, and (iii) accumulation of starch and
storage proteins upon the latter stage consisting in grain
filling (Nadaud et al. 2010). As already reported in Fg-
infected barley grains (Zantinge 2010; Yang et al.
2010a, 2010b), we noticed that grain protein patterns
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were slightly impacted by Fg inoculation at the three
ontogeny stages studied here. This result suggests that
the infectious process did not involve dramatic modifi-
cation in grain development or even preserved grain
ontogeny in spite of an established biotic stress.
Among significant grain proteome remodelling, Fg-in-
duced changes depended mainly on grain ontogeny and
all were connected directly or indirectly with grain
developmental process. This supports the idea that
FHB-related responses summon up some specific bio-
chemical processes according to the molecular context
of the grain formation. Interestingly, the stage of cell
differentiation (7 dai) appeared as a pivotal step during
the FHB plant response. This stage gathered the largest
number of protein abundance changes, along with the
highest tri5 gene expression relative to Fg biomass
amount and it marked the detection of visible symp-
toms. Additionally, the number of proteins which were
up-regulated was larger than the number of down-
regulated proteins while the two other stages (3 dai
and 14 dai) included mainly down-regulated ones. Cell
differentiation stage is a hinge step to reach grain filling
(Tasleem-Tahir et al. 2012) and obviously a key step in
the infectious process. Most of the metabolic changes
and cell process-related adjustments (transport, transla-
tion DNA processing and oxidative stress) triggered by
Fg were detected at this stage (Fig. 2) and noticeably,
usual processes involved in grain growth such as carbo-
hydrate metabolism and stress responses were main-
tained. This finding provides evidence that FHB estab-
lishment is closely embedded with wheat grain ontoge-
ny. A similar result was obtained by 2-D DIGE which
showed that the expression of wheat xylanase inhibitor
protein families during Fg infection is dependent on the
development stage of the grain (Dornez et al. 2010)
which were less abundant at the early stages of the grain
development.

Despite the detection of Fg by qPCR method
(Fig. 1b) and the induction of Tri5 gene involved in
TCT biosynthesis (Fig. 1¢), no differentially regulated
Fg protein was detected in our study. At the early stages
of infection (day 3 to day 7), this could be due to the
very low amount of Fg proteins compared to grain
proteins that did not reach the requirements of 2-DE
methodology. At the late stage of infection (day 14), Fg
proteins could probably be detected but obviously their
changing abundance did not reach a sufficient level of
statistical significance to be further identified by MS/
MS. In infected grains, primary metabolism was overall

deeply altered by Fg infection. Our results suggest that
during the infection process, Fg induced specific chang-
es in the regulatory pathways that control the primary
metabolism at each stage of the grain development. By
favouring Fg development in grain tissues, these re-
sponses could involve putative susceptibility factors
tightly connected with grain ontogeny. Several studies
investigating plant-pathogen interactions have already
highlighted reprogramming of primary metabolism of
the host plant (Jubault et al. 2013). Together with the
concomitant down-regulation of proteins involved in
starch biosynthesis and the storage proteins as well as
the up-regulation of proteins involved in starch degra-
dation (Fig. 2), these data suggest that the grain filling
stage is impacted by the FHB infection and possibly
controlled by Fg to fulfill its own requirements. While
in a healthy grain, this stage is characterized by starch
protein accumulation with the involvement of sucrose
synthase, ADP glucose pyrophosphorylase, starch
branching enzyme and starch synthesis (Kang et al.
2006), Fg could take advantage of starch and storage
protein remobilization to sustain the establishment of
the carbon metabolic sink in infected wheat grains.
Similar observations were reported in a proteomic study
focusing on the grains of naked barley infected by Fg
(Yang et al. 2010a, 2010b). Furthermore, Fig secretome
analysis using growth culture with barley or wheat flour
as the sole nutrient source in order to mimic the nutri-
tional situation of the fungus in planta revealed 69
unique fungal proteins involved in starch and protein
degradation (Yang et al. 2012). Likewise and possibly
for the same reason, energy production mechanisms
were also changed upon Fg inoculation including the
up-regulation of cellular respiration and the induction of
glycolysis. The increase of energy metabolism was also
reported in susceptible barley inoculated by Fg 48 h
after inoculation (Yang et al. 2010a, 2010b). Together,
these data do not negate the hypothesis that the wheat
grain primary metabolism alteration could be either the
result of pathogen manipulation (Yang et al. 2012), or an
intrinsic plant host response (Kugler etal. 2013) or some
combination of both (Jubault et al. 2013) that refers to a
susceptibility factor.

The chaperones proteins involved in stress response
were mainly found as down-regulated while they are
usually mobilized to counter stressful physiological
states. These proteins (such as Hsp90) play an important
role in triggering immunity of plants (Hubert et al.
2003). So their down regulations could delay or prevent
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the activation of defence mechanisms (Hubert et al.
2003) and support also their possible involvement as
susceptibility factors. Ding et al. (2011) suggest that the
wheat susceptibility to Fyg infection is related to the
delay of defence mechanisms activation via the shift in
the salicylic acid pathway activation. In this study, we
showed that several proteins involved in oxidative stress
such as the cell redox homeostasis proteins increased in
infected grains. The same work in barley infected by Fg
fungus revealed the enhancement of the oxidative stress
in the susceptible genotypes (Yang et al. 2010a, 2010b)
but no changes in proteins associated with oxidative
response were observed in resistant genotypes (Geddes
et al. 2008). Considering our results, we suggest that the
enhancement of the oxidative stress contributes actively
to the grain susceptibility to Fg infection. Furthermore,
the down regulation of phenylalanine ammonia lyases
(PAL), which catalyze the transformation of phenylala-
nine to trans-cinnamate in the first dedicated step in the
biosynthesis of phenylpropanoids and lignin suggests
that the susceptibility to FHB could be linked to the
prevention of cell wall thickening in the infected grains
which facilitates the degradation of plant cell wall and
fungal penetration. Although found in fewer proportion,
Fg-induced changes involved also other cell processes
including transport, signalling, translation, cell cycle,
stress response and DNA replication. Noteworthy, some
of these changes did not happen as they could be ex-
pected during abiotic stress or during healthy grain
growth which presume specific patterns in changes in-
duced by Fg infection on the wheat grains.

In conclusion, understanding the molecular and
physiological basis of wheat susceptibility to Fg infec-
tion represents a major challenge in FHB control. In the
present study, we provide new data on the susceptible
wheat response to FHB during different stages of the
grain development. Modifications in primary metabo-
lism (starch metabolism, energy production, storage
proteins, amino acids metabolism), in the host cellular
processes (transport, translation, DNA processing) and
singular molecular patterns involved in stress and de-
fence mechanisms (triggering immunity, thickening of
cell wall) provide further informations on the molecular
determinism controlling FHB susceptibility in wheat.
This first proteome dynamics of the interaction between
wheat grain and Fusarium graminearum fungus will be
combined with a deeper analysis of cellular expression
pattern, the characterization of different mutants and
biochemical investigations to specifically trace wheat-
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responsive proteins involved in FHB susceptibility in
grains. Finally, our results strengthen the hypothesis that
FHB susceptibility factors allow Fg to create an appro-
priate metabolic environment in the grain tissue to fa-
vour its own development and further, to support its
dissemination.
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Les données récoltées dans I’analyse précédente nous ont permis d’obtenir une vision
parcellaire de ce qui se passe dans le grain suite a une infection par le champignon F.
graminearum. Afin d’obtenir une image plus large et encore plus informative sur les
mécanismes et les fonctions impliqués dans la réponse au FHB, sur le lien entre le
développement du grain et le processus infectieux de F. graminearum, nous avons réalisé une
cinétique plus longue tout en gardant les trois premiers points de la cinétique d’infection
précédente (infection modérée) analysés en protéomique, d’autres grains infectés ont été
récoltés a 350°Cd (ou 21 JPI) et a 450°Cd (ou 26 JPI), ¢’est-a-dire a des points ou les grains
sont trés attaqués par I’infection. Nous avons décidé de réaliser une analyse du transcriptome
de ces échantillons par utilisation d’une puce spécifique blé disponible au sein de ['unité
GDEC. Des travaux antérieurs au sein de 1’unité ont permis 1’utilisation de cette puce, ce qui a
contribué a I’accumulation des données d’annotation fonctionnelle d’une grosse partie des

génes présents sur la puce (Capron et al., 2012 ; Vincent et al., 2013).

Les détails des résultats de cette partie sont présentés dans I’article : «Transcriptome
dynamics of a susceptible wheat upon Fusarium head blight reveals that molecular
responses to Fusarium graminearum infection fits over the grain development processes»

accepté pour publication dans le journal Functional Integrative Genomics.

La puce a ADN spécifique blé (T. aestivum NimbleGen 12x40K arrays) a été congue a 'INRA
au sein de ’'UMR GDEC en utilisant I’ensemble des unigénes de blé disponibles sur NCBI (#
55). Elle compte 40 349 unigénes résultant de I'assemblage de 960 174 séquences
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/UGOrg.cgi?TAXID=4565). 1471 séquences de

facteurs de transcription ont été ajoutées a la conception de la puce. Toutes les séquences ont été

masquées sur la base d'une analyse de fréquence k-mer. Une répétition de 17 mer-base définie
mathématiquement selon Tallymer (Kurtz et al., 2008) en utilisant 2 Gb de reads obtenus par
lllumina a partir du chromosomique 3B (Numéro d'accession : ERA000182). Ensuite, cette
fréquence K-mer a été utilisée pour toutes les séquences UniGene. Dix-sept-mer-base répétées au
moins cinq fois ont été masquées afin d’exclure les motifs répétés de la conception des sondes
spotés sur la puce. Les séquences masquées ont ete soumises a NimbleGen (Roche NimbleGen,
Inc.) pour la conception des sondes. Au total, 39 179 unigenes étaient représentes par au moins
une sonde de 60-mer : 39019 unigénes avec trois sondes, 78 avec deux sondes et 82 avec une
sonde. Pour les facteurs de transcription, 1463 étaient représentés par au moins une sonde de 60-

mer: 1460 avec trois sondes et 3 avec une sonde. Toutes ces sondes ont été synthétisées sur une
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matrice de 12 x 135K. Récemment, une étude a estimé le nombre de génes chez le blé a 124201
(International Wheat Genome Sequencing Consortium (IWGSC), 2014). Ces genes sont
distribués d’une maniére uniforme le long des chromosomes et des trois génomes A, B et D. Le
nombre de génes que renferme la puce d’ADN utilisée dans notre étude représente au moins un
tiers des genes annotés par IWGSC. Malgré cette différence entre le nombre de génes totaux
annotés sur la séquence génomique du blé et le nombre de génes présents sur la puce d’ADN, ces
génes sont représentatifs des différentes familles et fonctions annotées sur le génome entier par
IWGSC (Capron etal., 2012 ; Vincent et al., 2013).

L’analyse de D’expression génique des grains de blé infectés a différent stade de leur
développement a permis identifier 1309 genes exprimés de maniére différentielle. Parmi ceux-
ci, 536 sont impliqués uniquement dans la réponse a ’infection et ne présentent aucune
variation liée au développement du grain. La grande majorité de ces génes appartenaient a des
fonctions biologiques et moléculaires liées a des genes de stress biotique et abiotique, indiquant
ainsi, que la sensibilité du blé au FHB implique des voies communes aux deux stress. Ces
génes ont été déja identifiés dans des études précédentes, comme les 414 genes identifiés chez
une plante d’orge sensible au FHB infectée par la souche de F. graminearum, largement
impliqués dans les mécanismes de defense de base contre les agents phytopathogenes (Boddu
et al., 2006) ou chez les blés infectés par F. graminearum (Kugler et al., 2013 ; Muhovski et al.,
2012). Ce groupe de 536 genes est également enrichi en génes impliqués dans la détoxification
des mycotoxines comme les UDP-Glycosyltransferase (UGT), les Glutathion S-transférase
(GST) et les ABC transporteurs. Des résultats similaires d’études précédentes ont montré
I’induction de ces geénes, ainsi Boddu et al, 2006 ont identifié 63 transcrits induits lors de
I’accumulation des DON synthétisés par la souche F. graminearum mycotoxinogéne. D’autres
études chez Brachypodium distachyon (Pasquet et al., 2014) ou chez le blé (Al-Taweel et al.,
2014) ont montré une induction de ces génes en réponse a 1’accumulation des DON dans les

tissus infectés.

Cette analyse a révélé également 773 genes impliqués a la fois dans la réponse au FHB, mais
aussi dans le développement du grain. Ces géenes ont été impliqués dans diverses voies
moléculaires et processus biologiques, une large partie de ces genes sont impliqués directement
dans le métabolisme primaire. Ces changements dans le métabolisme primaire de la plante sont
essentiels au développement et a la croissance de 1’agent pathogéne dans les tissus végétaux

infectés (Jubault et al. 2013). Ces modifications souvent induites par I’infection pourraient
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favoriser I’acquisition des nutriments par 1’agent pathogéne (Bolton, 2009 ; Seifi et al., 2013).
Cet emparement des ressources par 1’agent F. graminearum dans le grain de blé se fait a des
¢tapes clés qui sont directement liées au stade ontogénique du grain, d’ou une expression
génique différentielle au cours du développement du grain, mais aussi en réponse a
I’inoculation. Plusieurs études portant sur I’impact du FHB sur des épis de blé ont montré un
remodelage significatif du métabolisme primaire a la fois par des approches transcriptomiques
(Kugler et al., 2013) et protéomiques (Ding et al., 2011 ; Chetouhi., 2015). D’autres études ont,
quant a elles, évoqué I’interférence des DON synthétisés par F. graminearum avec le
métabolisme primaire de la plante (Audenaert et al., 2014).

Finalement, cette analyse fournit de nombreux génes candidats et voies impliqués dans
I’installation du FHB sur un grain de blé et donne de nouveaux indices pour la compréhension
du déterminisme moléculaire de la sensibilité du blé tendre a la fusariose de 1I’épi. Par ailleurs,
cette étude conduit a [I’établissement d’un premier catalogue d’unigénes exprimeés
spécifiguement dans le grain (en développement) infecté par le FHB qui pourrait a long terme

étre utilisé dans I’amélioration de la résistance du blé tendre a la fusariose.
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Abstract

In many plant/pathogen interactions, host-susceptibility factors are key determinants of disease development
promoting pathogen growth and spreading in plant tissues. In the Fusarium head blight disease (FHB), the
molecular basis of wheat susceptibility is still poorly understood while it could provide new insights into the
understanding of the wheat/Fusarium graminearum (Fg) interaction and guide future breeding programs to
produce cultivars with sustainable resistance. To identify the wheat grain candidate genes, a genome-wide gene
expression profiling was performed in the French susceptible wheat cultivar, Recital. Gene-specific two-ways
ANOVA of about 40 K transcripts at five grain developmental stages, identified 1309 differentially expressed
genes. Out of these, 536 were impacted by the Fg effect alone. Most of these Fg-responsive genes belonged to
biological and molecular functions related to biotic and abiotic stresses indicating the activation of common
stress pathways during susceptibility response of wheat grain to FHB. This analysis revealed also 773 other
genes displaying either specific Fg-responsive profiles along with grain development stages or synergistic
adjustments with the grain development effect. These genes were involved in various molecular pathways
including primary metabolism, cell death and gene expression reprogramming. An increasingly complex host
response was revealed, as was the impact of both Fg infection and grain ontogeny on the transcription of wheat
genes. This analysis provides a wealth of candidate genes and pathways involved in susceptibility responses to

FHB and depicts new clues to the understanding of the susceptibility determinism in plant/pathogen interactions.

Keywords Fusarium graminearum * wheat « FHB * Susceptibility response * genome-wide transcriptomics.
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Introduction

Wheat (Triticum aestivum L) has become the second largest cereal crop worldwide just after rice. Used as a main
source of protein and starch for human consumption, animal feed, industrial raw materials and biofuels, its yield is
threatened by several diseases such as Fusarium head blight (FHB) primarily caused by the Fusarium
graminearum (Fg) fungus (teleomorph Gibberella Zeae, Schwabe). FHB is a devastating disease affecting many
cereals with small grains (McMullen et al. 1997) and one of the main causes of starch and storage protein losses in
grains, that leads to severe decrease in grain quality (Sutton 1982). Furthermore, FHB constitutes a serious threat
to human and animal health because of the production and accumulation of mycotoxins such as deoxynivalenol
(DON) (Tuite et al. 1990). The ineffectiveness of the current tools in the prevention and the control of the FHB
disease, as well as the absence of major resistance genes despite the hundreds of identified QTLs (Buerstmayr et
al. 2003: Li et al. 2011; Zhu et al. 2012), require to deepen our knowledge regarding the biology of this specific
interaction and on the molecular cross-talk promoting Fg invasion. Unlike resistant cultivars, in the susceptible
ones, Fg fungus could take advantage of host-susceptibility factors to successfully complete its infectious cycle
(Chetouhi et al. 2015). Up to now, the factors contributing to the Fg growth in wheat are still poorly understood
while several host genes necessary for pathogen growth were already reported in other pathosystems (Jia et al.
2011; Gonzéalez-Lamothe et al. 2012). A loss of functional mutations of such genes has already been successful in
providing durable and broad-spectrum plant resistance, making the susceptibility genes (S-genes) a promising
source of resistance in breeding strategies. More than 30 potential host susceptibility factors, validated through
either transient knock-down or over expression of the corresponding genes, were reported in the literature (Pavan
et al. 2010). Among S-genes, PMR6 and MLO genes were coding for susceptibility factors promoting growth of
powdery mildews, ADH1 gene modulates the susceptibility of Hordei spp plant to Bulmeria graminis fungus
(Pathuri et al. 2011) and recently 1AA-Asp gene was identified as susceptibility gene which promotes the
development of Botrytis cinerea in Arabidopsis thaliana (Gonzélez-Lamothe et al. 2012). Furthermore, studies
have shown that some S-genes may be essential for the development of the plant as well as for the pathogen
development and its installation. One example is the rice Xal3 gene which is essential for the growth of the
Xanthomonas oryzae bacteria and for plant pollen development (Chu et al. 2006). Recently, Brewer et al. (2014)
showed that the homoserine kinase DMR1 mediated susceptibility mechanisms that occur during infection of A.

thaliana by both F. culmorum and F. graminearum.

Although increasing knowledge is available, identifying S-genes still requires a better understanding of
the molecular determinism of the plant-pathogen interacting system, including genome-wide approaches. Among
transcriptomic studies performed on the wheat-Fg pathosystem, most provide a limited picture of the whole
infection dynamics, prioritizing either on different stages of disease establishment or on organ specific responses
(Golkari et al. 2007; Bernardo et al. 2007; Erayman et al. 2015). Although grains constitute the main target of
FHB disease, no study has been interested in identifying and understanding Fg-induced transcriptome adjustments
along with the fluctuating molecular context of grain development. In healthy plants, grain ripening involves a
fine-tuned control of cellular processes (Rogers and Bendich 1994; Evers and Millar 2002; Nadaud et al. 2010)
that impacts grain physiology. The formation of the grain is defined by three specific phases: (i) the cell division
and differentiation stage (0°Cd-165°Cd after anthesis) includes the formation of the main cell types (transfer cells,
aleurone, starchy ndosperm and cells surrounding the embryo), (ii) the grain filling stage (195-450°Cd after
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anthesis ) starts with the deposition of starch and gluten proteins in endosperm cells, and (iii) the
desiccation/maturation phase (Wan et al. 2008). The transition between these contrasted phases is finely regulated
by gene expression and comes along with increasing grain size and weight. Abiotic stresses, such as heat or
drought, are known to broadly impact wheat grain physiology (Ashraf 2014) but little is known about the
molecular events occurring in Fg-infected grains. Recent publications refer to a possible link between the
development of the grain and the development of FHB (Dornez et al. 2010; Chetouhi et al. 2015 ; Walter et al.

2015), while the whole molecular mechanisms involved in the colonization of the grain are still unknown.

Here, we report a comprehensive view of the mechanisms and main metabolic pathways impacted by FHB
disease. Molecular changes were specifically traced in grain tissues of a susceptible wheat cultivar to gain new
insights into plant susceptibility and related susceptibility factors. Using the GeneChip® Wheat Genome
Nimblegen micro-array, we performed a genome-wide expression profile analysis at different pivotal stages of the
wheat grain formation: (i) the cell division stage (50°Cd), the cell differentiation stage (150°Cd), the beginning of
the grain filling stage (250°Cd) and the end of the grain filling (350°Cd, 450°Cd). A special attention has been
paid for detecting development-dependent gene expression remodeling as a way to provide clues about the

identification of susceptibility genes.

Materials and methods
Plant growth and Fusarium graminearum inoculation

During 2009 and 2010, a winter wheat cultivar, so-called “Recital”, was grown in a greenhouse at the INRA
Research Center of Clermont-Ferrand (France) without treatment and pesticide protection. Inoculation (i.e.
infection) of wheat ears by the F. graminearum Fgl strain was done at the flowering stage (~14 weeks after
sowing), especially at mid-anthesis, when about 50% of the stamens were visible. The inoculum (50 pl at 10°
spores per milliliter) was deposited by spraying on both sides of the ears. A mock treatment was realized by
spraying water and served as negative control. After spraying, the control and the Fg-inoculated ears were
covered with a bag for two hours to maintain sufficient moisture and to promote attachment of the Fgl spores.
The infection process was surveyed during 450°Cd (corresponding to about 26 days) after the Fg treatment and
especially at five key grain developmental stages including cell division (50°Cd), cell differentiation (150°Cd),
and grain filling stages (250°Cd, 350°Cd and 450°Cd) (Fig. 1a). As a whole, ten infected and ten control ears
were randomly harvested at each stage, pooled and immediately frozen in liquid nitrogen. The grains of negative

control and Fg-inoculated ears were dissected, ground under liquid nitrogen and stored at -80 °C.
Total RNA extraction, Double-stranded cDNA Synthesis and Microarray design

Total RNA was extracted from 250 mg of the grain powder sample for each negative control and Fg-inoculated
samples, using the method described by Bogorad et al with few adjustments (Bogorad et al. 1983). The RNA
was treated with Turbo DNase (Ambion, AM1907) and its integrity was assessed using the RNA 6000 Nano
assay bioanalyzer (Agilent). cDNA was synthesized from total RNA using the SuperScript Kit (Invitrogen) and
labeled with fluorescent Cy3 and Cy5 dyes using a Two-Color DNA Labeling Kit (NimbleGen). Hybridization
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was performed using the NimbleGen hybridization Kit, according to the manufacturer's instructions. Two
technical replicates were achieved using either the Cy3 or Cy5 dye for each biological replicate. A wheat
NimbleGen microarray (ref. A-MEXP-1928) was used for gene expression profile generation. Each microarray

included 39,019 UniGene with three different probes per UniGene, 78 with two probes and 82 with one probe.

Microarray data normalization and statistical analysis

Microarray images were obtained with NimbleGen MS200 scanner. Scanning arrays were read with Deva
software (v1.2.1). Microarrays were analyzed using the limma bioconductor package in the R environment
(Smyth 2004). To control for any technical variation, the raw data were first normalized within arrays using
loess package/method and then, normalized between arrays using the Aquantile method (Smyth and Speed
2003). To detect transcripts displaying significant abundance changes during the infection dynamics and to
identify their connections with changes involved in grain development, we designed a 2-ways analysis of
variance (ANOVA) using a linear model including the infection and the grain developmental stages as grouping
factors. The model used was: Y= u + Ti+ Dj+ T;xD; + &j; where Yjj refers to individual transcript abundance
value, x is the general mean, T; is the effect of the treatment (i=2; control or infected), D; is the effect of the
development stage (j=5, 50°Cd, 150°Cd, 250°Cd, 350°Cd or 450°Cd), T;xD; is the infection by development
stage interaction and ey is the residual. For each individual transcript, a g-value was calculated from the
resulting p-values of each effect (T;, D; and T;xD;). A 0.05 threshold was defined to deem transcript abundance

changes significant (corresponding to a positive false-discovery rate at a 5% level) (ESM Table Sla and b).
Gene Ontology annotation of significant genes

The function of differentially expressed genes was annotated by performing a Blast search with the Blast2GO
software, against the non-redundant (nr) protein sequence database using default parameters (Conesa et al.
2005). The Blast2GO software (v1.3.3) was used to obtain Gene ontology (GO) information retrieved from
database matches. GOslim 'goslim_plant.obo' was used to achieve specific GO terms by means of a plant-
specific version of the Gene Ontology. GO annotated datasets were represented at level 2. UniGenes belonging
to each group and to each cluster were used to collect the corresponding probe set in the Wheat Affymetrix

GeneChip (http://www.affymetrix.com). The corresponding GOID for each probe set were then identified from

the Blast2Go home page (http://bicinfo.cipf.es/b2gfar/affychips:wheat) and used for GO enrichment analysis. In

our analysis, the wheat Affymetrix chip annotated by the Blast2Go team was used as a reference (annotated
array) to perform Fisher's exact tests. GO terms with a p-value lower than 0.05 were considered to be
significantly different and enriched within the cluster (ESM Table S2a-d).

Mapping of significant genes on wheat chromosomes

The localization of 1309 significant genes on the different wheat chromosomes were obtained by aligning the
sequence of each significant unigene against wheat chromosome survey sequences generated by the International
Wheat  Genome  Sequencing  Consortium  (IWGSC) and available on  URGI  website
(https://urgi.versailles.inra.fr/blast). Blastn results were parsed using a cutt-off of 95% identity over a minimum
of 200 bp.
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PCR analyses on Fusarium graminearum and wheat targets

Relative F. graminearum biomass quantification and FgTri5 gene expression were performed on genomic DNA
and total RNA extracts respectively, and analysed using qPCR as described in Chetouhi et al (2015). Wheat
targets were analysed using gRT-PCR on RNAs extracts obtained from three independent biological replicates of
wheat infected grains. TaRLI (RNase L inhibitor) gene that displays no expression variation between Fg-
inoculated and control wheat samples was used as a reference gene (Giménez et al. 2011), and was amplified
along with the target gene allowing normalization of gene expression. Real-time PCR products were detected
using the SYBR Green Supermix (Roche) following the manufacturer's recommendations. One microgram of
total RNA was reverse-transcribed into cDNA with oligodT using iScript reverse transcriptase (Biorad) after
treatment with amplification grade DNase | (Invitrogen). Four microliters of a 30-fold dilution of this cDNA and
250 nM of each primer (ESM Table S3) were used as a template for gRT-PCR. The PCR cycling conditions
included an initial denaturation step of 95°C for 10 min followed by 55 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1
minute. A melting curve analysis was performed at the end of the PCR run over the range 55-95°C, increasing
the temperature stepwise by 0.5°C every cycle. Baseline and threshold cycles (Ct) were determined
automatically using Optical System Software (Lightcycler-Roche). Zero template controls were included for
each primer pair, and each PCR was performed in triplicate. The PCR efficiencies of target and reference genes
were determined by generating standard curves and the relative expression values were calculated using the ACt

method (Pfaffl 2001).

Results

Fusarium graminearum settled in grain of a susceptible wheat genotype along with a burst of mycotoxin

synthesis and with two distinct spurts of growth

FHB disease was tested using the susceptible French wheat cultivar so-called 'Recital' and the mycotoxigenic
fungus, Fusarium graminearum. In this experiment, the dynamics of Fg infection on wheat spikes was surveyed
over five pivotal stages of the grain development from 50 °Cd to 450 °Cd. The earliest visible symptoms were
noticed at the cell differentiation stage of the grain (150°Cd) while severe damages, including the bleaching of
the spikelets and shrunken grains, were detected at the grain filling stage (250°Cd; Fig. la; Fig. S1). The
quantification of Fg fungal mass was traced by qPCR method using FgIGS, and revealed that Fg did not grow
continuously over the infection process. Fg experienced two spurts of growth, the first one occurring at the onset
of the symptoms, concomitantly with the beginning of the grain filling stage (>4-Log increase between 150°Cd
and 250°Cd, Fig. 1b) and the second one at the end of the latter stage (5-times increase between 350°Cd and
450°Cd, Fig. 1b). Besides these events, no significant change in Fg growth happened even over periods lasting
up to five days (duration corresponding to about 100°Cd). Fgtri5 gene expression per fungal mass unit increased
up to 17 times during 50°Cd and 150°Cd just before the first spurt of growth while no expression signal has been
detected in the range of 250°Cd to 450°Cd (Fig. 1c). Our results evidenced that the infection by Fusarium
gramineam involved at least three main phases on wheat grain: (i) a first phase until reaching 150°Cd, during

which Fg is likely to enter the grain along with substantial mycotoxin production, (ii) a second phase at the

Page 80






turning point of 150°Cd to 250°Cd, characterized by a strong and rapid Fg growth, (iii) a last phase starting from
250°Cd during which Fg develops independently to the Tri5 gene expression.

Large-scale grain transcriptomics revealed different Fg-responsive patterns connected with grain
development stages

A wheat (Triticum aestivum) NimbleGen 40K unigene microarray was used to assess changes in gene expression
profiles upon Fg infection during grain development. This microarray included 39,179 wheat genes that
correspond to nearly 42% of the whole set of genes assigned to the three component genomes (A, B and D) of
the hexaploid wheat (Brenchley et al. 2012). To depict a comprehensive picture of the Fg-responsive genes and
their connections with grain development stages, we designed two-ways ANOVAs to compute the significance
of the variance across Fg-treatment (T), development stages (D) and their interaction effects (TxD). This model
was used to efficiently trace different populations of responsive genes: (i) genes displaying Fg-responsive
pattern without any impact from the development stage (T genes); (ii) genes displaying Fg-responsive pattern
that occurs along with the basal adjustments of grain development (T+D genes; unigenes showing both a
significant T and D effects) ; (iii) genes displaying Fg-responsive patterns that depend on the grain development
stage (TxD genes, unigenes showing a significant TxD effect at least).

Statistical analyses were computed on the 39,179 unigenes. Using a pFDR significance threshold of 5%, we
identified a total of 13,813 unigenes that display at least one significant effect in the two-ways linear model, with
12,504 unigenes deemed significant for the D effect alone (Fig. 2) (ESM Table Sla and b). These D genes
reached up to 30% of the 39179 unigenes and depict differentially expressed genes involved especially in wheat
grain development. This proportion of D genes corroborates previously published results showing that 24 % of
the total Nimblegen chip unigenes were involved in wheat grain development (Capron et al. 2012). Focusing on
Fg-related responses, we identified 1,309 unigenes (~3.5% of the whole set of wheat unigenes) that displayed a
significant change upon Fg inoculation. These included 536 T genes, 601 T+D genes and 172 TxD genes (Fig.
2). For each gene population, the Blast2GO software was used to collect functional GO annotations. As a whole,
646 GO annotations were identified for the T genes, 695 for the T+D genes and 188 for the TxD genes (ESM
Table S2a-c). A Fisher’s exact test (significant threshold for BH adjusted p-values set to 0.05) was applied to
test whether these GO showed any enrichment for a given biological process. This evidenced a significant
enrichment for 35 GO biological processes; 20 were found in T genes, 21 in T+D genes and 6 in TxD genes.
Interestingly, part of the enriched GO biological processes was specific to each gene population (ESM Table
S2d). T genes were mostly enriched for GO terms associated with defense responses to fungus, general stress
responses, translational initiation and brassinosteroid metabolic process. T+D genes grouped GO terms mainly
related to GTP catabolic process, histone lysine methylation, response to growth hormone stimulus, and embryo

development. TxD genes were enriched towards responses to pathogen and drug transmembrane transport.

To check up on the microarray data, a number of genes exhibiting significant changes after Fg treatment were
selected from different functional categories and their expression were measured in control and in infected
tissues using quantitative RT-PCR. The gRT-PCR profiles of these genes exhibited the same trends as those
observed in the microarray (Fig. S2).
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Fig. 1 Dynamics of FHB development on grains of a susceptible wheat genotype. a) Typical
symptoms during susceptibility response to Fg in wheat grains (cv-Recital) at different development
stages of the grain (50, 150, 250, 350, 450°Cd), the inoculation was performed at mid-anthesis; b)
FglGS relative quantification using qPCR method during the time course infection; c¢) Relative
expression of Tri5 (trichodiene synthase) gene during the time course using the gRT-PCR method.

Values are expressed as the ratio of treated vs control plants per fungal mass unit.

Fig. S1 Symptoms observed during
susceptibility responses to Fg at 250°Cd
developmental stage. (a) and (b) control and
Fg inoculated ears, (c) and (d) control and

Fg infected grains.




T-genes were mainly defined by increasing transcript abundances upon F. graminearum infection

Considering the 536 T genes, 492 genes were up-regulated in response to Fg infection while no change has been
detected between consecutive developmental stages (ESM Table S4a). These set of genes belonged to roughly
20 GO terms including defense response to fungus, glutathione metabolic process, ATP catabolic process,
response to jasmonic acid stimulus, Killing of cells of other organisms and brassinosteroid metabolic process
(ESM Table S4b). They also gathered 79 genes without functional annotation and 40 hypothetical proteins.
Noticeably, 40 other genes were involved in mycotoxin detoxification (e.g., 3 genes encoding udp-
glycosyltransferases, 15 glutathione S-transferases, 7 cytochromes p450 and 6 PDRs), 28 genes encoded
different ribosomal proteins, 4 corresponded to pathogenesis related protein, 4 encoded disease resistance
proteins, 4 referred to peroxidases and 5 to cytokinin-O-glucosyltransferases. Regarding the 44 remaining T-
genes displaying a decrease of transcript abundance (ESM Table S4b) in response to Fg infection, they were

mainly involved in translational initiation and response to stimulus (ESM Table S4c).
T+D genes revealed 4 contrasting patterns of gene expression in response to Fg infection

The 601 T+D genes depicted a significant Fg infection effect that occurs along with the basal adjustments of
grain development. To deepen into the Fg-responsive patterns, genes were classified in different groups
regarding gene expression changes. Among T+D genes, 344 depicted significant T effect along with a
fluctuating gene expression during grain development while the 253 others showed a significant linear regression
between their transcript abundance change upon Fg inoculation and the development stage, in control samples at
least (p-value <0.01). Among these 253 unigenes, 232 displayed a negative linear regression (i.e., continuously
down-regulated during grain development in healthy grains) whereas 21 displayed a positive linear regression
(i.e., up-regulated during grain development in healthy grains) (Table S5a-d). On this basis, we characterized

four contrasting groups.

Group I: down-regulated genes during development but up-regulated in response to Fg - This group gathered 68
genes that were mainly involved in cell wall macromolecule catabolic process and cellular response to phosphate
starvation (ESM Table S5a and e). Among genes belonging to group I, the magnitude of their expression
changes tended to increase with the stress duration: slight changes were observed at the early stages of infection
while the later time points (i.e. 350 and 450°Cd) were mainly characterized by >2-fold increases of transcript
abundance.

Group II: down-regulated genes during development and in response to Fg - This group gathered 164 genes and
was mainly enriched in GO terms related to regulation of transcription, GTP catabolic process and protein
polymerization (ESM Table S5e). Analogously to the group I, the magnitude of decreasing gene expression
tended to strengthen with the stress duration. However, the number of down regulated genes displaying a >2-fold
change was lesser than the number of genes showing a <2-fold change.

Group IlI: up-regulated genes during development and in response to Fg - Response to stress, negative

regulation of translation and cell killing were the GO-enriched terms for this set of 18 genes. Interestingly, the
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magnitude of gene expression changes in response to Fg infection increased between 250°Cd and 350°Cd and
reached all genes at 450°Cd.

Group 1V: up-regulated genes during development but down-regulated in response to Fg —This group included
only three genes: Ta_S13050011, Ta_S24623180 and Ta_S26027950. These genes were involved in ubiquitin-
dependent protein catabolic process or in amine metabolic process (ESM Table S5e). These down-regulated

genes displayed a fold change >2 at 450°Cd.
TxD genes reveal ontogenic-specific patterns and early responsive genes to F. graminearum infection

TxD genes are expected to depict changes in mMRNA levels in response to Fg-treatment but with contrasting
trends according to the different developmental stages. They included 172 genes showing at least a 1.5-fold
change in relative expression between inoculated and control grains in at least one of the five time points of the
time course (ESM Table S6). Among these genes, 125 were successfully annotated while the remaining failed to
match any known function. Annotated genes included signaling and hormone-related processes (17%), sugar
catabolism, transport and glycolysis (9%), gene regulation (13%), drug response (10%), stress response (6%),
amino and fatty acids metabolism (5%), secondary metabolism (2%) and cellular component organization (2%).
In order to obtain an overview of expression profiles and to identify genes with specific patterns of expression
along with grain development, we used a hierarchical complete linkage cluster analysis (Fig. 3). Five main
clusters were identified (Fig. 3a). Cluster I included genes that were sharply down-regulated in the late responses
to Fg. These genes are involved in signaling, gene regulation and starch synthesis (Fig. 3b). Cluster 11 contained
early-responsive genes displaying high transcript abundance at 50°Cd only. Eleven genes belonged to this cluster
among which eight were of unknown function and three were involved in signaling and hormone metabolism.
Clusters 111 and V included up-regulated genes belatedly in response to Fg infection. These clusters were
enriched in genes involved in drug response, sugar catabolism, transport, glycolysis and gene regulation. Finally,
the cluster IV contained genes specifically down regulated at 250°Cd but up regulated at 350°Cd and 450°Cd

(Fig. 3b). No obvious enrichment for any biological process was observed in this cluster.
Genome distribution and chromosome location of Fg-responsive genes

In order to identify chromosome-specific responses to Fg in the wheat grain, the sequence of each significant
unigene was blasted against each chromosome arm sequence (Fig. 4) (ESM Table S7). Among the 1309
blasted sequences, 875 matched significantly. This blast showed a 4% over-representation of Fg-responsive
genes in the D component genome, mainly due to chromosome 7D and 5D. In contrast, the A genome involved a
lesser number of genes especially in chromosome 6 and 7 while the B genome was over represented only for
chromosome 3. This result may be explained by the length of this chromosome. All genes with significant Fg

response mapped in chromosomes 5D and 7D are listed in supplementary data (ESM Table S8).

Discussion
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The identification of regulated genes in the susceptibility responses to FHB in wheat grain represents a major
challenge for understanding the molecular determinism of disease occurrence. While few data are available
about plant genes involved in the susceptibility to fungal pathogens (Eichmann et al. 2010), many studies
suggest their potential as a new breeding strategy to achieve durable and broad spectrum resistance (Pavan et al.
2010). The study of the host molecular mechanisms contributing to the host susceptibility and to the fungal
growth on the host tissues is a prerequisite. Here, we report the first use of wheat microarray in the compatible
interaction between the wheat grain and Fg pathogen with a particular focus on cellular alterations of a
susceptible host as a way to trace putative susceptibility factors. Although several transcriptomic analyses on this
hemibiotrophic fungus revealed that the transition from biotrophic phase to necrotrophic phase required the
specific expression pattern of several genes (Yang et al. 2013), little is known about the progress of the infection
process of Fg, especially on wheat grains. In the current study, we combined the survey of Fg growth, its
mycotoxin synthesis and plant transcriptomic responses to characterize the evolution of FHB (Fusarium Head
Blight) in wheat. Our results showed three different phases in the progress of the compatible wheat grain/Fg
interaction (Fig. 5). During the first one, Fg involved widely the DON synthesis with slow spreading into plant
tissues while wheat grain was slightly impacted, as suggested by the few detected symptoms along with the faint
remodeling of grain gene expression. During the second phase, Fg favored spreading through a spurt of growth
while reducing DON synthesis. At this stage, wheat experienced increasing symptoms and DON accumulation
induced the activation of plant DON detoxification mechanisms through changing expression of 14 cytochrome
P450s (Ito et al. 2013), 5 UGTs (Poppenberger et al. 2003), 10 ABC transporters and 11 PDR genes (Fig. 5)
(Table 1). Interestingly, the genes belonging to these families showed a similar pattern in their expression that
suggests the co-regulation of all these genes under DON synthesis. The last phase was characterized by a second
spurt of Fg growth without any connection to DON synthesis while wheat underwent deep changes in
carbohydrate metabolism as suggested by the altered expression of starch synthase, sucrose synthase, alcohol
dehydrogenase genes and other genes involved in TCA cycle (Fig. 5) (Table 1). This result suggests this fungus
growth could be due to plant metabolism inputs and/or signals such as susceptibility factors.

Digging into transcriptome responses yields putative susceptibility factors to Fusarium Head Blight

The susceptibility of plants to pathogens (bacteria, fungi, virus and nematode) involves several susceptibility
factors (Lapin and Van den Ackerveken 1985). During the last decade, increasing identification of so-called host
susceptibility genes suggests their involvement in many plant-pathogen interactions including the wheat/Fg
pathosystem (Ma et al. 2006). In the current study, we investigated susceptibility factors using a transcriptomic
approach. Our analysis allowed the identification of three groups of genes that were controlled upon Fg infection.
The first group called "T genes" includes genes specifically involved in the generic response to Fg infection
without any connection with the grain development stages. This mainly gathered genes that respond either to
biotic and abiotic stresses such as PR proteins or to toxins such as GST, CytP450 and UGT. These genes may
respond to any stress emphasizing that this group includes a number of genes that display low adaptive value to
FHB-specific events. Therefore, this group of genes could have limited interest to identify susceptibility factors,
especially since the majority of these genes are also activated in resistant genetic backgrounds (Buerstmayr et al.
2003; Kong et al. 2005; Bernardo et al. 2007). The second group of genes showed both development and Fg

infection effects so called “T+D genes”. This group includes patterns depicting an impact of the infection along
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with basal adjustment of grain developmental processes. Interestingly, it gathers genes that exhibit synergistic
changes which could sustain grain formation even upon Fg infection. Finally, the third group represents the genes
which have development-dependent response, i.e. Fg-responsive genes whose reaction norm is partly influenced
by the molecular context of the grain development stage. These genes called “T x D” may represent the best
source for identifying susceptibility genes, because it provides an access to genes actively involved in Fg infection
and closely connected to changing grain metabolic environment. Among the 172 genes displaying T x D
interaction, at least 10 unigenes may encode putative susceptibility family genes previously described in the
litterature. For instance, two of these genes belong to the WRKY transcription factor family such as the WRKY
gene identified in the barley which promotes plant susceptibility to the fungus Blumeria graminis by the repression
of the PAMP-triggered basal defense (Shen et al. 2007). One unigene encoding the mlo-protein, a susceptibility
gene of wheat to Blumeria graminis fungus (Vérallyay et al. 2012), was part of the TxD genes (Table 2).
Moreover, two unigenes displaying the same function as the Medicago zinc finger transcription factor were
identified in our study. This transcription factor was previously described as a susceptibility gene to Phakopsora
pachyrhizi (Ishiga et al. 2013), to Puccinia emaculata and to Colletotrichum trifolii. This gene plays a role in P.
pachyrhizi pre-penetration structure. Two other unigenes orthologous of the Arabidopsis thaliana Patatin (Lipid
acyl hydrolase) gene were also identified in our analysis. Patatin gene is required to fungus Botrytis cinerea and
bacteria Pseudomonas syringae to infect Arabidopsis thaliana (La Camera et al. 2009). This gene could provide
fatty acid precursors for the biosynthesis of specific oxylipins and differentially affecting resistance to pathogens
with distinct lifestyle. A transcription factor from MYB family was found in our study. This gene may have the
same function as MYB3R4 from Arabidopsis thaliana, identified to be a susceptibility gene to Golovinomyces
orontii (Chandran et al. 2013). This gene could promote the enhancement of metabolic demands imposed by the
fungus, that acquires all its nutrients from the plant host. Finally, the polygalacturonase gene which confers the
susceptibility to Botrytis cinerea fungus in tomato was found in our data (Cantu et al. 2008). Polygalacturonase is
one of the cell wall proteins that cooperatively participate in ripening-associated cell wall disassembly. Its
suppression reduced the susceptibility of ripening fruit to B. cinerea. Although this list of known susceptibility
genes sustains the value of the “T x D gene population, complementary approaches will be required to target
specific susceptible genes, such as the characterization of different wheat genotypes or tilling mutants (Ma et al.
2006) as well as biochemical investigations to determine the function of each susceptible gene and its contribution

to FHB installation and promotion.

FHB fits over grain development processes

Our analysis revealed 172 genes displaying changes in mRNA level in response to Fg-treatment but with
contrasting response patterns according to the different development stages. This result indicates the high
connection of Fg-responsive gene expression with processes related to grain development, suggesting that Fg-
specific molecular adjustments depended on grain development or that Fg set up different strategies to fit with
different molecular environments of grain formation. One study has previously demonstrated a high relationship

between grain development stage and Fg response for the wheat xylanase inhibitors at proteome level (Dornez et
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al. 2010). They clearly showed that the xylanase inhibitors were more expressed during the soft dough stage (15-
25 days post anthesis (DPA)) than at 5 DPA. TaABCC3, an ABC transporter engaged in the DON response, was
also shown to be involved in grain development (Walter et al. 2015), further reinforcing the link between the Fg
response and grain development. Among the 172 genes displaying T x D interaction, we identified 2 unigenes
that encoded 2 ABC transporters (Ta_S32696743 (Ta.9295) and Ta_S16058073 (Ta.27443)) corresponding to
the TaABCC3 protein (ESM Table S6). In our current analysis, deeper information is emphasized at the
transcriptome level and focused on genes displaying a significant Fg by development stage interaction effect.
The hierarchical clustering of these genes showed that they displayed different expression profiles between the
different time points of the time course (Fig. 3) (ESM Table S6). At the early stages of FHB (50°Cd), few
changes were observed but the sharpest ones were detected only for hormone-related genes (Cluster Il, Fig. 3)
suggesting that adjustments in cell signaling occur at this time while other early-expected changes such as stress-
related processes are altered secondarily from 250°Cd to 450°Cd (Cluster I, IIl, IV and V, Fig. 3). This
corroborates the already suggested hypothesis that wheat susceptibility to Fg is related to the delay of defense
mechanisms activation (Ding et al. 2011; Chetouhi et al. 2015). In addition, the phenotypic observations made
during the time course experimentation revealed that the grain development was not interrupted (Fig. 1a), which
may suggest the role of the grain integrity preservation for appropriate fungal development. Our results suggest
that the successful establishment of the FHB on the grain is closely associated with different phases
characterized by specific host plant signals and further by the nutrient availability, as already reported for

obligate biotrophic and hemibiotrophic fungi (Bouarab et al. 2002).
Genome distribution of significant genes

The chromosome distribution of significant genes revealed that the D genome and especially chromosomes 5 and
7 contributed significantly to the Fg responses (Fig. 4). The highest plasticity detected in the D genome may
suggest (i) gene losses in the genome B and A, (ii) epigenetic modifications which could have led to genome
structure reorganization promoting the D genome expression or/and (iii) the recent apparition of the disease
involving a recent adaptation of wheat to this disease. This hypothesis is supported by previous studies
evidencing that tetraploid wheat lacking the D genome displayed higher susceptibility to FHB disease and to
DON accumulation as compared to the hexaploid wheat cultivars (Limin and Fowker 1985; Ma et al. 2006b).
Interestingly, differentially expressed genes belonging to the D genome included genes involved in carbohydrate
metabolism that were down-regulated while genes involved in DON detoxification and in plant defense were up-
regulated (ESM Table S7 and Table S8). At this stage, deepening these results will require the use of

ditelosomic lines to identify genetic effect of different chromosome arms on FHB such as already done for other

characters and stresses (Wanous et al. 2003).

Fusarium graminearum infection induces reprogramming of the host’s primary metabolism, modulation

of cell death and activation of detoxification mechanisms

Transcripts involved in starch and sucrose synthesis were down-regulated specifically from 250°Cd, suggesting a
reduction of de novo carbohydrate synthesis in the wheat grain. This decrease in the synthesis of starch and
sucrose in Fusarium damaged grains could have a drastic impact on the grain filling stage, while healthy grains
are gradually filled in starch and storage proteins (Fig. 5) (Table 1) (Chetouhi et al. 2015). This defect in grain
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Table 1. Unigenes corresponded to defense pathways,

detoxification mechanisms,

transcription factors and PCD at the three phases of Fg development on wheat grain.

Ids
Ta_S17890009
Ta_S15881623
Ta_S37766027
Ta_S$13250922
Ta_S15824281
Ta_S12923222
Ta_S13144312
Ta_S13144716
Ta_S17986425

Ta_S37756739
Ta_S38479081

Ta_S22119324
Ta_$12922948
Ta_S38479081
Ta_S$16226197
Ta_S$12923224
Ta_S31925591
Ta_$22370320
Ta_S12923095
Ta_S13128434
Ta_S12891907
Ta_S13143200
Ta_S17976245
Ta_S13241595
Ta_S26022895
Ta_S16057927
Ta_S16250466
Ta_S17865479
Ta_S17974709
Ta_S22372983
Ta_S$32423520
Ta_$32500477
Ta_S16058073
Ta_S17980099
Ta_S32696743
Ta_S12962562
Ta_$12990400
Ta_S13015346
Ta_S13043691
Ta_S16057942
Ta_S22382486
Ta_$22390928
Ta_S26027565
Ta_S37771080
Ta_S50371846
Ta_S37942249
Ta_S13048892
Ta_S16211208
Ta_S32583637
Ta_S37864952

Seq. Description
Aconitase/3-isopropylmalate dehydratase protein
isocitrate dehydrogenase
hexokinase 1
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
phosphoglycerate mutase family protein
alternative oxidase
alternative oxidase
alternative oxidase mitochondrial
alternative oxidase mitochondrial
alternative oxidase mitochondrial

glucose-1-phosphate adenylyltransferase large subunit chloroplastic

adp-glucose pyrophosphorylase small subunit
adp-glucose pyrophosphorylase

glucose-1-phosphate adenylyltransferase large subunit chloroplastic

starch binding domain containing protein
soluble starch synthase i

starch branching enzyme 3

sucrose-phosphate synthase

sucrose synthase

sucrose synthase

alcohol dehydrogenase

alcohol dehydrogenase 1

alcohol dehydrogenase superfamily protein
carbohydrate transporter sugar porter transporter
carbohydrate transporter sugar porter transporter
abc transporter b family member 4

pdr-like abce transporter

ABC transporter family protein, putative, expressed
abc transporter b family member 4

abc transporter cholesterol phospholipid flippase
abc transporter b family member 4

abc transporter g family member 28-like

abc transporter ¢ family member 3

abc transporter b family member 4

abc transporter b family member 4

pleiotropic drug resistance protein 3-like
pleiotropic drug resistance protein 5

pleiotropic drug resistance protein 5

pleiotropic drug resistance protein 5

pleiotropic drug resistance protein 4

pleiotropic drug resistance protein 4

pleiotropic drug resistance protein 4

pleiotropic drug resistance protein 5

pleiotropic drug resistance protein 5

pleiotropic drug resistance prote

pleiotropic drug resistance protein 5
udp-glycosyltransferase 76¢2-like
udp-glycosyltransferase 83al-like
udp-glycosyltransferase 74el
udp-glycosyltransferase 74el

50°Cd
-0,1793
0,10784
0,44676
0,01536
-0,0133
0,11252
-0,2245
031751
0,02632
0,25946
-0,0679
40,2038
0,1872
-0,0679
0,413
0,121
20,2914
-0,0702
0,027
-0,1526
0,12843
0,13019
-0,1169
-0,0624
0,17031
0,07062
0,07642
40,0266
40,0523
0,12358
20,0721
0,12764
0,049
0,07242
0,02428
-0,0542
0,22993
0,16232
0,01245
-0,1756
-0,4423
0,03414
-0,0479
0,22241
0,1326
0,06195
0,00898
0,10754
20,0287
0,0051

150°Cd
0,20202
0,11622
0,02436
-0,0077
-0,0448
0,28664
0,48535
1,40496
0,02997
1,07735
-0,2397
-0,1015
-0,1585
-0,2397
0,06477
-0,1947
-0,269
-0,3114
0,13931
0,03733
0,15144
0,06764
0,34709
0,19006
-0,0583
0,22398
0,45454
0,0936
0,29045
-0,0042
0,20602
0,38582
0,32994
0,11013
0,63257
0,17569
0,42306
0,79691
0,43854
0,77159
0,8542
-0,0798
0,45067
091012
0,47319
1,24284
0,67224
0,07013
0,60057
0,62635

250°Cd
0,35156
0,90071
0,112
1,56761
0,18921
0,5281
0,8282
1,69687
0,18807
1,16679
-0,3403
-0,2126
-0,4236
-0,3403
-0,4022
-0,3272
-0,4559
-0,3956
-0,351
-0,3962
2,59142
0,69023
0,85148
0,29407
0,38492
0,07674
0,59192
0,66793
0,71011
0,10091
0,73475
0,15299
0,65786
0,06132
0,34166
0,05789
0,60607
0,70953
0,17265
0,83974
1,02233
0,90168
0,36429
0,68963
0,58128
1,49759
1,55002
0,80214
1,86828
0,90559

350°Cd
2,34778
2,73255
1,47137
3,68442
2,86779
2,56802
2,09674
4,37103
2,59689
4,03038
-0,7624
-0,6772
-0,6232
-0,7624
-1,2454
-0,5739
-0,6107
-1,0854
-0,6518
-0,8555
4,84992
3,59993
2,29914
3,13579
3,74247
0,89084
3,30821
2,22748
3,29799
0,86072
2,84682
2,31373
3,10734
1,99019
3,6743
3,11811
2,36761
3,8234
1,82723
3,27669
2,73063
3,11953
2,24632
3,2683
3,30953
3,94559
4,05321
1,36261
4,66258
4,38533

450°Cd
2,74817
4,56147
1,93915
4,9242
341113
2,87932
2,78962
5,26265
2,96061
4,98435
-1,4425
-1,2405
-1,5612
-1,4425
-1,2371
-1,5538
-1,8244
-1,5559
-0,8504
-0,8287
5,85839
471776
1,83543
2,71153
3,51833
0,81622
4,76718
1,71541
343271
1,25277
3,31081
3,16129
2,86509
2,38537
433247
3,3568
2,61086
44442
2,44615
3,44556
3,07051
2,52613
2,9474
3,43778
434146
4,59076
4,8051
2,06091
5,64189
4,79153

Description
TCA
TCA
Glycolysis
Glycolysis
Glycolysis
AOX
AOX
AOX
AOX
AOX
Starch synthesis
Starch synthesis
Starch synthesis
Starch synthesis
Starch synthesis
Starch synthesis
Starch synthesis
Sucrose synthesis
Sucrose synthesis
Sucrose synthesis
Fermentation
Fermentation
Fermentation
carbohydrates transport
carbohydrates transport
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification
Mycotoxin detoxification




filling stage may explain the decreased size of infected grains. On the other hand, the activation of glycolysis in
infected grains suggests that infection by Fusarium promotes high production of glucose which could be used by
the fungus for its growth and dissemination in the ear. Transcript abundance changes in starch and sucrose
metabolism have already been reported in susceptible wheat genotypes submitted to a 12h-long Fg infection
(Erayman et al. 2015), such early adjustments could in part support the changes we detected at later stages of the
infection. Moreover, the induction of glucose production was also previously described in the proteome and
transcriptome analyses of several plant/pathogen interactions (Kugler et al. 2013). The repression of genes
involved in starch synthesis and the induction of genes involved in glycolysis may suggest the reallocation of
carbon assimilates into infected grains from all tissues of the ear (rachis, lemma and palea). Fg infection seems
to induce a metabolic switch at 250°Cd from aerobic to anaerobic fermentation by a high expression of ADH1
gene (Fig. 5) (Table 1). The expression of this gene cooccurs with the apparition of aleurone layer in the wheat
grain. In mature barley grain, it was shown that the aleurone layer contains only ADH1 homodimers and its gene
expression is regulated by an abscisic acid—gibberellic acid interaction (MacNicol and Jacobsen 2001). The
crucial role of fermentative metabolism in plant-pathogen interactions was evidenced several times. In
Arabidopsis thaliana, glycolysis, respiration, and fermentation are up-regulated at the site of powdery mildew
attack (Pathuri et al. 2011), in Plasmodiophora brassicae infection (Jubault et al. 2013), and in Agrobacterium
tumefasciens infection (Deeken et al. 2006). It is speculated that the fermentation is favoured under cellular
conditions associated with parasitic nutrient acquisition (Chandran et al. 2010; Bergmann and Fleming 2010). A
second hypothesis for a positive regulatory of enzyme involved in ethanol fermentation is the accumulation of
sugars in the infected grains, which may induce a hypoxia-like response and consequently may force plant cells
to switch to fermentative energy metabolism (Koch et al. 2000). Furthermore, wheat genes involved in TCA
cycle were up-regulated during the infection (Fig. 5) (Table 1), which suggests the use of this pathway by Fg in
the effective virulence strategy, as observed in some necrotrophic and/or toxin-producing plant pathogens (Brauc
et al. 2012; Tsuge et al. 2013). The genes of polyamines synthesis (agmatine and ornithine genes) were also up-
regulated from the second phase of Fg growth. Recently, it was observed that the primary GOGAT cycle was
redirected toward the production of ornithine and arginine, resulting in the formation of polyamines (Gardiner et
al. 2010). A metabolo-proteomics approach revealed the induction of agmatine-to-polyamine conversion
(Gunnaiah et al. 2012) which could hypothetically contribute to Fg dissemination and pathogenecity (Gardiner et
al. 2009).

Several genes involved in cell death and in apoptosis regulation were also evidenced in our study. Most genes
involved in the inhibition of cell death were up regulated (e.g; Bax inhibitor-1 protein and mlo gene; Ihara-Ohori
et al. 2007) whereas the gene involved in its induction (apoptosis-inducing factor) were down-regulated, which
would consequently lead to sustain cell functioning. It suggests that apoptosis like in wheat (PCD) may play a
crucial role in the plant colonization process promoted by Fg fungus. Similar observations were reported in
Arabidopsis thaliana cells treated with DON mycotoxins produced by Fg during its infectious cycle (Diamond et
al. 2013). The results suggested that mycotoxins synthesized by Fg fungus during the infectious cycle contribute
to the inhibition of plant apoptosis-like programmed cell death, thus allowing the accomplishment of the fungal
biological cycle. In addition, the high expression of the mitochondrial alternative oxidase (AOX) could maintain
the cell viability and provides protection against DON-induced PCD (Desmond et al. 2008). In soybean, the

AOX protects cells against hydrogen peroxide-induced cell death (Amora et al. 2000). The over expression of
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Table 1 (be continued)

be continued

Ta_S37883494 udp-glycosyltransferase 7412-like 0,007 0,314 0,677 3,609 3,264 Mycotoxin detoxification
Ta_S13189815 pathogenesis-related protein 5 -0,148 1,021 0,885 2,139 2,492 Biotic response
Ta_S13203259 pathogenesis-related maize seed protein 0,226 0,739 0,501 2,29 3,093 Biotic response
Ta_S13203548 pathogenesis-related protein 5 0,122 1486 1,532 2,76 2,996 Biotic response
Ta_S13204191 pathogenesis-related protein 5 0,195 0,796 0,357 1,723 2,183 Biotic response
Ta_S24513084 pathogenesis-related protein 1 -0,018 0,498 0,348 2,181 245  Biotic response
Ta_S26028075 pathogenesis-related protein 5 0,116 1,298 1,226 3,131 3,063 Biotic response
Ta_S32551126 pathogenesis related protein 5 0,132 0,783 1,409 2,585 3,649 Biotic response
Ta_S26028227 chitinase 8 0,216 0,685 0,359 0,836 0,589 Biotic response
Ta_S17973134 chitin elicitor-binding protein 0,176 0,208 0,146 1,89 1,927 Biotic response
Ta_S26027267 endochitinase a-like -0,013 0,367 1,052 1,908 2,603 Biotic response
Ta_S12923205 chitinase 5 0,174 0,249 0,634 2,669 3,233 Biotic response
Ta_S17893251 chitinase 1 0,263 0,54 0,823 1,387 1,846 Biotic response
Ta_S18006636 chitinase 5 0,057 0,783 0,664 2,749 3,144 Biotic response
Ta_S50383673 chitin-inducible gibberellin-responsive protein 1-like -0,151 0,017 -0,094 1,77 1,442 Biotic response
Ta_S32573627 endoglucanase 11 -0,39  -0,588 0,357 -1,15 -0,909 Biotic response
Ta_S13158756 acetylornithine mitochondrial-like 0,076 0,21 0,382 1,142 1,173 Polyamines metabolism
Ta_S16058014 acetylornithine mitochondrial-like -0,074 0,236 0,384 1,302 1,337 Polyamines metabolism
Ta_S17989562 ornithine decarboxylase-like -0,022 0,889 1,101 3,642 4,592 Polyamines metabolism
Ta_S32497550 agmatine deiminase-like -0,253 -0,235 -0,265 -0,802 -1,075 Polyamines metabolism
Ta_S15183773 agmatine coumaroyltransferase 0,216 0954 0,144 2,02 3,673 Polyamines metabolism
Ta_S37942220 agmatine coumaroyltransferase-2-like -0,102 0,55 0,515 2,757 3,09  Polyamines metabolism
Ta_S12923153 acetyl-CoA carboxylase 2 -0,065 -0,163 -0,09 -0,923 -1,019 Malonyl CoA sythesis
Ta_S17878365 acetyl-coa carboxylase -0,017 -0,061 -0,167 -1,568 -1,494 Malonyl CoA sythesis
Ta_S17880865 acetyl-coa carboxylase -0,182 0,021 -0,16 -1,559 -1,399 Malonyl CoA sythesis
Ta_S16058012 wrky transcription factor 20 -0,114 -0,189 -0,173 -1,043 -0,977 Wrky TF
Ta_S37443273 wrky45-like transcription factor 0,049 0,334 0,67 2,154 2,526 WrkyTF
Ta_S17889107 wrky transcription factor 6-like 0,355 0,749 0,378 3,453 4,556 WrkyTF
Ta_S17976942 wrky transcription factor 0,055 0,536 0,423 2,727 3,072 WrkyTF
Ta_S26028942 wrky53 - superfamily of tfs having wrky and zinc finger domains 0,096 0319 0483 2,583 2,749 WrkyTF
Ta_S32591725 wrky transcription factor -0,088 0,671 0,819 1,671 2,509 WrkyTF
Ta_S37223562 wrky transcription factor -0,034 0,227 -0,155 1,13 1,95  wrky TF
Ta_S44692925 wrky transcription factor 33 0461 0,52 0,707 2,568 3,116 WrkyTF
Ta_S16058000 mlo-like protein 1-like 0,144 0,82 0,433 2,198 3,225 Cell death
Ta_S50379897 mlo-like protein 1 0,062 0,298 0,205 2,793 3,521 Cell death
Ta_S13102854 transmembrane bax inhibitor motif-containing protein 4 0,022 0,106 0,119 0,492 0,453 cCell death
Ta_S18007669 transmembrane bax inhibitor motif-containing protein 4 0,185 022 0,193 0,686 0,495 Celldeath
Ta_S26029058 cyclin-dependent kinase f-2 0,37 0,173 0,964 2,635 3,944 Cell death
Ta_S16058421 apoptosis-inducing factor homolog a-like 0,147 0,32 -0,449 -1,148 -1,357 Cell death
Ta_S22371236 cyclin-dependent kinase f-4 0,018 -0,255 -0,063 -1,141 -1,148 Cell death
Ta_S12952412 f-box-like protein -0,373 -0,024 -0,377 -0,573 -0,649 f-box

Ta_S16236490 f-box kelch-repeat protein at1g51550-like -0,155 -0,283 -0,23 0,231 -0,832 f-box

Ta_S17988019 f-box protein at4g22280-like -0,004 -0,081 -0,122 -0,865 -0,808 f-box

Ta_S32672994 f-box fbd lrr-repeat protein at1g66290-like -0,384 -0,519 -0,377 -0,192 -0,926 f-box

Ta_S13019382 f-box and wd40 domain -0,138 -0,317 -0,178 -1,662 -2,001 f-box

Ta_S17976363 f-box only protein 6-like -0,275 -0,158 -0,135 -0,837 -0,743 f-box

Ta_S22391661 f-box Irr-repeat protein at3g48880-like -0,105 -0,151 -0,156 -0,671 -0,776 f-box

Ta_S32611840 f-box kelch-repeat protein atl1 g55270-like -0,128 -0,15 -0,174 -0,526 -1,238 f-box

Ta_S16247094 €3 ubiquitin-protein ligase march6 -0,232 -0,225 -0,271 -0,845 -0,777 e3 ubiquitin
Ta_S22369280 €3 ubiquitin-protein ligase mgrnl-like -0,006 -0,211 -0,08 -0,629 -0,802 e3 ubiquitin
Ta_S26021451 €3 ubiquitin-protein ligase hercl -0,208 -0,202 -0,111 -0,56 -0,838 e3 ubiquitin
Ta_S32554164 €3 ubiquitin-protein ligase mgrnl-like -0,076 -0,207 -0,234 -0,341 -0,688 e3 ubiquitin
Ta_S26028963 €3 ubiquitin-protein ligase el5 -0,117 0,057 0,133 1,489 1,598 e3 ubiquitin

Ta S22371236 cyclin-dependent kinase f-4 0,018 -0,255 -0,063 -1,141 -1,148 e3 ubiquitin




wheat AOX (Waox 1a) in Arabidopsis results in a decrease of reactive oxygen species production following an
abiotic stress (Sugie et al. 2006). The ubiquitin-proteasome system (E3-ligase, F-box proteins) genes involved in
immune response, programmed cell death (Hershko and Ciechanover 1998) and in grain development (Capron et
al. 2012) were substantially down-regulated after Fg infection (Fig. 5) (Table 1). This supports the hypothesis
that Fg response, grain development and cell death are possibly connected.

Detoxification of xenobiotic in plants involves chemical modifications of the mycotoxins (DON) by enzymes
such as UGTs, GSTs or CYPs and further, additionnal steps for removing compounds (Coleman et al. 1997).
DON detoxification has frequently been proposed as one of the resistance mechanisms of small grain cereals to
FHB (Boutigny et al. 2008). In our study, we found that the detoxification mechanisms in wheat grain were
activated. Among the detoxification processes, glucosylation of DON into DON-3Glc is the most unknown
mechanisms (Lemmens et al. 2005; Schweiger et al. 2010). As revealed in our data, a number of genes
potentially involved in detoxification processes were identified among the genes differentially regulated during
the time course. They include genes encoding putative UGTs, GSTs, cytochrome P450 and ABC transporters
suggesting that DON detoxification mechanisms in wheat grains could be very similar to those observed in
Brachypodium spp, barley and in wheat rachis. These data suggest that despite the susceptibility of the cultivar
used in this study (Recital) to FHB, genes involved in detoxification mechanisms are still induced agreeing with

the detection of the QTLs involved in detoxification of mycotoxins in this genotype (Gervais et al. 2003).

The analysis of the dynamics of wheat gene expression in grain proves to be helpful to identify genes that are
associated with the FHB disease. Our analysis provides a wealth of candidate genes and pathways involved in
the FHB response but their exact role in the disease is still to be defined. These probably include several
potential plant targets of F. graminearum effectors which are believed to enable colonization of the grain tissue.
Genes and pathways have now to be characterized further regarding their genetic mechanisms and toward their

potential interest in breeding.
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Legend of supplementary tables

Table S1la. Normalized data from wheat grain development microarray expression analysis and
statistical analysis. Data are presented as median values.

Table S1b. Complete list of all genes displaying at least one significant effect in the 2-ways
ANOVA model. Ratios computed from in log2 of Fg-inoculated vs control plants are depicted
for each gene.

Table S2a. Gene ontology retrieved for genes showing Fg-treatment effect (T genes).

Table S2b. Gene ontology retrieved for genes showing both Fg-treatment and development
effects (T + D genes).

Table S2c. Gene ontology retrieved for genes showing a Fg-treatment by development
interaction effect (T x D genes).

Table S2d. Gene ontology enrichment results given for T, T + D and T x D genes.
Table S3. Primer sequences used for gRT-PCR analysis.

Table S4a. List of T genes displaying an up-regulation in response to Fg treatment.
Table S4b. List of T genes displaying a down-regulation in response to Fg treatment.
Table S4c. Gene ontology and biological processes classification of T genes.

Table S5a. List of genes showing an up-regulation upon Fg treatment along with a continuous
down-regulation during grain development.

Table S5b. List of genes showing a down-regulation upon Fg treatment along with a
continuous down-regulation during grain development.

Table S5c. List of genes showing an up-regulation upon Fg treatment along with a continuous
up-regulation during grain development.

Table S5d. List of genes showing a down-regulation upon Fg treatment along with a
continuous up-regulation during grain development.

Table S5e. Gene ontology and biological process classification of genes showing up or down
regulation during grain development and up or down regulation in response to Fg treatment.

Table S6. List of genes showing significant development by Fg treatment interaction.
Table S7. The distribution of Fg-responsive genes on wheat chromosomes.

Table S8. The distribution of Fg-responsive genes for 5D and 7D chromosomes.
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Mon projet de Thése avait comme objectifs principaux (1) d’établir pour la premiere fois le
catalogue des génes, mécanismes et processus biologiques impactés par le développement du
champignon mycotoxinogéne Fusarium graminearum au cours du développement du blé
tendre, et (2) au travers de cette caractérisation, d’apporter des éléments de compréhension du
déterminisme de la sensibilité du blé tendre a la fusariose de 1’épi. La premiere originalité du
travail réside dans le choix du matériel biologique analysé. Cette étude a reposé sur 1’analyse
comparée du protéome et du transcriptome de grains de blés d’une variété sensible de blé
tendre Récital, sains ou infectés par une souche de Fusarium graminearum agressive et
mycotoxinogene.

La seconde originalité concerne I'exploration d'une cinétique d'infection de 26 jours couvrant
les principales phases clés du développement du grain : division cellulaire, différentiation
cellulaire et remplissage du grain (Nadaud et al., 2010). En prenant en compte, I’ontogénie du
grain et ses réarrangements moléculaires spécifiques, l'analyse statistique des données —
omiques a permis de discriminer différentes populations de génes en fonction de leur
implication dans le développement de la maladie et de leurs connexions avec les ajustements
intrinséques au développement du grain. Les résultats ont permis de définir trois groupes de
génes se distinguant par leurs normes de réaction, soit par un effet de I’infection par F.
graminearum seul, par un effet combiné de 1’infection et du développement du grain, ou enfin
par un effet de leur interaction. Ces trois groupes rassemblent un total de 1309 genes, parmi
lesquels 536 génes ne montrent pas de variation significative au cours du développement du
grain, mais répondent d’une manicre significative au FHB. L’annotation fonctionnelle de ces
génes montre que ce groupe est enrichi en genes impliqués dans la réponse aux stresses
biotiques et abiotiqgues comme un certain nombre de protéines PR (Pathogenesis-Related
protein), des génes impliqués dans la réponse au stress oxydatif comme les GST ou encore dans
la détoxification des mycotoxines comme les UGT, les CYTP450 et les transporteurs ABC. La
majorité de ces geénes sont induits en réponse a la synthése et a I’accumulation des DON dans
les grains infectés. La grande majorité de ces genes sont également induits dans des contextes
résistants (Buerstmayr et al., 2003 ; Kong et al., 2005). Ensuite, une identification de 601 genes
présentant a la fois un effet du développement et un effet de 1’infection par le champignon Fg
sont sortis de cette analyse. Les génes appartenant a ce groupe peuvent moduler la réponse a
I’infection, soit en augmentant ou en diminuant la sensibilité de la plante au FHB, tout en

régulant le développement du grain. Enfin, notre analyse a permis d’identifier 172 génes ayant
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une interaction entre le développement du grain et la réponse au FHB, i.e., présentant des
profils d'expression en réponse au FHB spécifiques du stade de développement des grains.

L’analyse fine des génes de ces deux derniers groupes a permis de mettre en évidence
I’activation de cascades de signalisation connues pour étre impliquées dans la réponse aux
agents pathogenes, 1’induction de plusieurs familles de génes impliqués dans la détoxification
des mycotoxines, une possible inhibition du processus de mort cellulaire, et d’importants
changements dans le métabolisme primaire de 1’hote. Ces changements s'operent
specifiquement au cours du développement du champignon dans les tissus du grain
(quantification de la masse fongique in planta par gPCR) et pour certains en réponse a la
production massive de DON, évaluée via le niveau d’expression du géne FgTRI5, géne régulé

codant une trichodiéne synthase, premier gene de la voie de biosynthése du DON.

La reconnaissance de I’agent pathogeéne par les cellules végétales conduit a 1’activation des
composantes de la signalisation. Parmi ces signaux, on distingue les modifications de la
perméabilité de la membrane plasmique par des flux Ca®* des flux de K* et d’anion en
particulier de CI" ou NO®. Ces flux déclenchent une dépolarisation de la membrane plasmique
(MacRobbie, 1998). Notre étude a permis d’identifier plusieurs genes potentiellement
impliqués dans la transduction du signal résultant de la perception de I’agent pathogéne par la
plante, avec en particulier, I’induction de geénes codant des calmodulines, protéines liant le
calcium, suggérant I’implication des ions de calcium et des calmodulines dans I’interaction
Fusarium/blé. Le role clef des flux de calcium dans la production des ROS et le déclenchement
de la mort cellulaire programmée (PCD) pour limiter la croissance de F. graminearum a déja
été évoqué (Ding et al., 2011 ; Gunnaiah et al., 2012). Plus récemment, les travaux de These de
Raghavendra Gunnaiah (thése soutenue en avril 2013 a 1’Université de McGill) ont mis en
évidence I’implication d’une calmoduline dans la sensibilité du blé a la fusariose de 1’épi. Dans
leur modéle expliquant la sensibilité (vs résistance) a la fusariose de 1’épi, ces auteurs émettent
I’hypotheése d’une délétion dans la région contenant le QTL thbl, ou la présence d’un site de
liaison a la calmoduline non-fonctionnel, chez les lignées résistantes par rapport aux lignées
sensibles. Chez les lignees sensibles, la fixation de la calmoduline a un domaine fonctionnel
(ou non délété) de la protéine codée par le gene TaCaMBP_fhb1 active la voie de signalisation
calcique aboutissant a la mort cellulaire programmée (PCD) et donc a la sensibilité de la plante
a I’agent pathogéne. Chez les lignées résistantes, la non-fonctionnalité de ce domaine (ou sa

délétion) empéche la fixation de la calmoduline et I’activation de la voie qui permet le
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déclenchement de la mort cellulaire. Les flux de calcium peuvent également agir en amont
d’autres événements cellulaires, en particulier la production d’azote (NO) et la phosphorylation
de MAP kinases (Mitogen Activated Protein Kinase) (Pedley and Martin, 2005). Parmi les
protéines kinases identifiées dans notre analyse, on distingue des MAP Kinases, des
serine/thréonine protéine kinases et des leucine-rich repeat receptor-like protein kinases.
Certains de ces genes sont sous-exprimés et d’autres sur-exprimés (cf-données
transcriptomiques) mettant en évidence la complexité des voies de signalisation cellulaire mises

en jeu lors de I’interaction entre le blé et le champignon F. graminearum.

Les phytohormones sont également impliquées dans la transduction des signaux percus par la
plante lors de son interaction avec des agents pathogénes. De nombreuses études ont permis
d’identifier le role indispensable que jouent I’acide salicylique (SA), I’acide jasmonique (JA),
I’éthyléne, I’auxine, 1’acide gibbérellique et I’acide abscissique dans les réponses de défense
aux stress biotiques (Asselbergh et al., 2008 ; Bari and Jones., 2009). Ces molécules impliquées
également dans le développement et la croissance des plantes, constituent généralement le relai
entre les événements précoces de la signalisation et D’activation ou I’inactivation des
mécanismes de défense de la plante. De plus, elles sont impliquées dans la transmission de
I’information entre les cellules induisant ainsi une réponse systémique comme la SAR
(résistance systémique acquise) dans le cas d’une résistance (Durrant and Dong, 2004). Nos
résultats montrent que la réponse d’un grain de blé au Fusarium fait intervenir des
phytohormones. Parmi les genes identifiés, plusieurs correspondent a des facteurs de
transcription régulant des genes dont I'expression est dépendante de I'éthylene (ET) (Yoo et al.,
2009) suggérant I’implication de I’éthyléne dans I’interaction grain de blé/F. graminearum.
Des résultats récents ont montré le role de ’ET dans la résistance du blé au FHB (Gillespie et
al., 2012). En effet, le silencing de la S-adenosyl-methionine synthetase (SAM) ou d’un facteur
de transcription ET dépendant (TaERF7) par la technique du VIGS induit une sensibilité au
FHB des plantes traitées.

Par ailleurs, notre étude montre une induction de 1’unigéne codant I’indole-3-acetic acide (IAA)
- amino synthétase. L'IAA est une auxine essentielle dans la régulation de croissance des
plantes et leur développement, et est impliquée dans la sensibilité des plantes aux agents
pathogénes. Chez la plante A. thaliana, les genes GH3 codent pour des IAA-amino synthetases
qui sont impliquées dans I’homéostasie de 1’auxine en régulant la conjugaison de I'TAA a des

acides aminés (Staswick et al., 2005). Des études ont montré I’implication de tels génes lors de
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I’interaction biotrophe. Par exemple la surexpression du gene GH3.5 chez A. thaliana conduit a
une accumulation importante de SA et une augmentation de 1’expression du geéne PRI en
réponse a 1’agent pathogéne Pseudomonas syringae. Un mutant de gh3.5 montre des niveaux
¢levés de I’TAA libre aprés infection par P. Syringae et une augmentation de la sensibilité des
plantes aux bactéries. Il a ainsi été démontré que la protéine GH3.5 agit comme un modulateur

bi-fonctionnel dans la signalisation SA et auxine (Zhang et al., 2007b).

Cette analyse a permis de mettre en évidence plusieurs facteurs de transcription appartenant a
plusieurs familles (Nac, Wrky, Myb, EREBP, Zinc finger...). Plusieurs de ces facteurs ont été
également identifiés dans les précédentes études portant sur les interactions Fg/blé (Kugler et
al., 2013 ; Ding et al., 2014) et dans d’autres interactions hdte/agent pathogene (Jubault et al.,
2013). IIs présentent des profils d’expression différents, certains sont surexprimés et d’autres
sous exprimés apres inoculation. L’appartenance de ces facteurs a plusieurs familles et les
profils d’expression variés peuvent suggerer que ces génes sont impliqués dans le contrble de
plusieurs processus biologiques et les différentes phases de développement du grain et de
I’agent pathogéne. Kugler et al. 2013 ont mis en évidence une induction précoce de la famille
des Wrky chez les épis inoculés par le champignon F. graminearum dans les lignées résistantes
par rapport aux lignées sensibles. Cependant, ils n’observent pas de différence significative
entre le nombre de facteurs de transcription Wrky induits entre les deux lignées en comparaison
avec d’autres génes comme les NBS-LRR et les glucanases (génes de défense) qui sont plus
nombreux dans les lignées résistantes par rapport aux lignées sensibles. Cette induction non-
specifique des facteurs de transcription WRKY suppose que les différences moléculaires entre
les lignées sensibles et les lignées résistantes résident dans la nature des cibles (genes et voies
métaboliques) régulées par ces facteurs de transcription. Récemment, I’expression d’un facteur
de transcription de la méme famille (TaWRKY68) a été analysée en PCR quantitative (Ding et
al., 2014) en réponse a deux agents pathogénes (Agrobacterium tumefaciens et Blumeria
graminis) et a un traitement au Déoxynivalenol (DON) produite par le champignon F.
graminearum. Le résultat montre une forte induction de ce facteur suite a 1’inoculation avec les
deux agents pathogenes et au traitement par les DON. Cette méme analyse a permis de mettre
en évidence une expression différentielle de ce facteur entre les différents stades
développementaux de la plante, suggérant également un lien entre la réponse de la plante aux
différents stresses (biotiques et abiotiques) et le stade ontogénique de la plante. L’autre famille

de facteurs de transcription connue pour étre impliquée dans la réponse aux agents pathogenes
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chez le blé est la famille Nac. Ces facteurs jouent un réle important dans le développement de
la plante et dans la réponse aux stress abiotiques. Plus recemment, une analyse fonctionnelle
d’un facteur de transcription Nac de la famille TaNacl et son implication dans la réponse aux
agents pathogenes a été réalisée. Ce géne a été d’abord cloné et caractériser a partir du blé
tendre. Il est localis¢ dans le noyau et il contient un site d’activation dans le domaine C-
terminal de la protéine. Il est fortement exprimé dans les racines et il est impliqué dans la
réponse aux agents pathogenes obligatoires comme Puccinia striiformis f. sp. Du VIGS a été
appliqué sur ce géne pour diminuer son expression in planta. Les plantes qui ont subi le VIGS
ont été ensuite testées pour leur résistance (ou sensibilité) a la rouille jaune. Les plantes qui
présentent une sous-expression du facteur TaNAC1 (traitées au VIGS) sont plus résistantes que
les plantes sauvages (non-traitées au VIGS) a la rouille jaune (Wang et al., 2015). L’expression
de ce méme facteur chez la plante A. thaliana, augmente la sensibilité et réduit la résistance
systémique acquise vis-a-vis de la bactérie Pseudomonas syringae. Cette expression
hétérologue induit également un développement plus important des racines latérales chez A.
thaliana (Wang et al., 2015). La surexpression de ce facteur réprime les génes de défense PR1
et PR2 et le facteur transcription AtWRKY70, qui agit comme un connecteur entre les voies JA
et SA. Ainsi, le gene TaNAC1 est considéré comme un régulateur négatif de la résistance aux
maladies chez les plantes (Blé et A. thaliana) et également impliqué dans la modulation des

cascades de signalisation JA et SA dépendante.

Une des caractéristiques de la Fusariose de 1’épi (FHB) est la production de mycotoxines in
planta par les différentes espéeces de Fusarium spp au cours de leur processus infectieux, dont
les principales, au champ, sont les TCT de type B (DON et NIV). Ces mycotoxines sont
supposées agir comme des facteurs de virulence (Bai et al., 2002). Pour lutter contre ces
toxines, les plantes hotes disposent de mécanismes de détoxification efficaces, impliquant dans
un premier temps la modification chimique de la mycotoxine par conjugaison (UGT et GST),
ou par dégradation (CYTP450), des étapes de transport et/ou de compartimentation (Coleman
et al., 1997). La détoxication des DON a été souvent proposée comme I’un des mécanismes de
résistance a la fusariose de 1’épi chez les céréales (Boutigny et al., 2008). Parmi les processus
les plus connus de la détoxication, la conjugaison par glycosylation des DON en DON-3-Glc
(Moretti et al., 2014) et leur glutathionylation (transformation des DON en DON-S-
glutathione), qui a été proposé comme un processus alternatif a la glycosylation. Nos données

permettent d’identifier plusieurs génes potentiellement impliqués dans le processus de
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détoxification des mycotoxines. Il s’agit notamment des unigénes codant des UGT, GST et les
CYTP450. La grande majorité de ces génes sont induits a partir de 150°Cd ou 250°Cd, c¢’est-a-
dire apres la forte expression du gene TRI5 (géne clé de la biosynthése des DON) reflétant
probablement une production massive de DON au moment de 1’augmentation de la masse
fongique. Ceci soutient I’idée que ces genes répondent d’une maniére spécifique au DON. De
plus, il a été observé que I’inoculation de Brachypodium distachyon (Bd) avec une souche de F.
graminearum (Fg), portant une delétion du géne TRI5 et donc incapable de produire de la DON
(DON"), n’induit pas la plupart de ces geénes, notamment les UGT (Pasquet et al., 2014). Les
genes les plus intéressants, identifiés dans notre analyse, concernent deux orthologues du géne
Bradi5g0300 qui code pour une UDP-glycosyltransférase et precédemment identifié chez Bd
comme impliqué dans la glycosylation et la détoxification du DON (Schweiger et al., 2013). Ce
résultat renforce 1’idée que la détoxification des DON chez les céréales implique les UGT et la
glycosylation. L’autre étape de la détoxification des DON est le transport et la
compartimentation des formes modifiées des DON. Parmi les genes décrits comme impliqués
dans le transport de ces formes glycosylées, les ABC transporteurs et les Multi Drug
Transporters (MDR). Notre analyse a permis d’identifier certains unigénes codant des ABC
transporteurs et des MDR. Le plus intéressant est I’ABC transporteur TaABCC3. Deux
orthologues de ce géne sont identifiés dans le groupe des génes ayant un effet de 1’interaction
entre le développement du grain et I’inoculation avec le champignon Fg. Une étude
fonctionnelle et structurale de ce gene a permis de le localiser sur le bras court du chromosome
3B du blé (ne co-localise pas avec le QTL fhbl) et de confirmer sa contribution dans la
tolérance aux DON (Walter et al., 2015). La dérégulation (sous expression) de ce géne par
’utilisation du VIGS conduit a 2,2 (p<0,05) fois plus d’épillets décolorés (symptome de la
fusariose) chez les épis traites aux DON par rapport aux épis non traités (traités uniqguement au
Tween 20), montrant ainsi le r6le de ce géne dans la tolérance aux DON. Par ailleurs,
I’inactivation de ce géne par VIGS conduit a une réduction de 28 % du nombre de grains a la
fois chez les épis traités et non traités avec le DON. Ce gene joue donc un r6le dans la
résistance a I’accumulation des DON dans les grains et dans le développement du grain. Cette
validation fonctionnelle du role de ce gene identifié dans notre analyse dans le groupe des
génes montrant une interaction entre le développement du grain et I’inoculation de Fg (I x D)
est un des exemples qui confirme la robustesse de notre étude transcriptomique. Ce géne peut
présenter un grand intérét pour les sélectionneurs, sa surexpression pouvant conduire a
I’augmentation non seulement du niveau de résistance au DON (qualité sanitaire), et a

I’augmentation du nombre de grain (rendement).
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En dépit de I’induction d’un arsenal complexe et diversifié¢ de génes potentiellement impliqués
dans la detoxication de la DON (GST, UGT, CYTP450, transporteurs ABC) chez la variété
Récital, celle-ci reste néanmoins sensible au FHB. Ceci est confirmé par le dosage des [DON]
dans les grains infectés du cultivar sensible « Récital » et du cultivar tolérant « Renan », réalisé
par dosage HPLC MS/MS, qui montre un niveau de contamination trés supérieur chez Récital
(56 mg/Kg)/Renan (14 mg/Kg) (these de Laurent Gervais, soutenue en 2003). Ces résultats
reflétent un possible probleme de détoxification de la DON produite au cours de 1’infection, et
de facto, une difficulté a contrdler efficacement I’infection ou lier a 1’utilisation, par 1’agent
pathogéne, de deux stratégies parasitaires différentes propres a chaque génotype. Ces résultats,
ainsi que d’autres, suggerent fortement que plus que la composition de [’arsenal de
détoxification en lui-méme, c’est la cinétique de sa mise en ceuvre qui peut conditionner le
niveau de résistance. Ainsi, I’expression constitutive du gene d’UGT identifié comme capable
de glycosyler spécifiqguement le DON conduit a une augmentation du niveau de résistance d’un
génotype sensible de Brachypodium dystachyon (Pasquet et al, 2014). La tres forte production
de DON au front de colonisation des tissus, nécessaire au développement de I’infection, est
couteuse d’un point de vue métabolique et énergétique. Elle peut s’expliquer par la nécessité
pour le champignon d’en produire suffisamment pour qu’une partie ne soit pas détoxifiée par

I’ensemble des processus de détoxification exprimés massivement par la plante, et reste active.

Des travaux récents ont suggéré 1’implication de la mort cellulaire dans le processus infectieux
de F. graminearum dans des épillets infectés (glumes, glumelles, rachis et embryon) (Desmond
et al., 2008). Récemment, une analyse histologique de I’interaction entre Brachypodium
distachyon (Bd21) et deux souches de Fg, une productrice de DON (DON+) et 1’autre pas
(DON-) a montré que les glumelles infectées par une souche DON+ présente une forte
colonisation par les hyphes fongiques accompagnée d’une extension de la mort cellulaire dans
les tissus infectés tandis que les glumelles inoculées par une souche (DON-) présentent une
faible extension des hyphes et de la mort cellulaire (Pasquet et al., 2014) renforgant 1’idée de
I’implication des DON dans le déclenchement de la mort cellulaire. Cependant, il a été montré
également que de trés faibles concentrations de DON peuvent inhiber la mort cellulaire
programmeée (PCD) chez les plantes (Diamond et al., 2013). L’hétérogénéité des tissus formant
un epi de blé (glumes, glumelles, rachis, anthéres et grains) suggere I’intervention
d’événements moléculaires différents lors de la colonisation de chaque tissu (Golkari et al.,

2007). Une étude récente s’intéressant au contenu des DON dans chaque organe (tissu) formant
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un épillet de blé montre que les niveaux de DON dans les glumelles et le rachis sont nettement
supérieurs a ceux observés sur les grains (Cowger and Arellano, 2013). Par conséquent, nos
résultats montrant clairement une forte induction des génes impliqués dans la régulation
négative de la mort cellulaire (ex. gene MLO et géne codant un inhibiteur de la protéine Bax) et
une répression des genes impliqués dans I’induction de la mort cellulaire (ex. géne codant
apoptosis-inducing factor homolog a-like (aifA)) pendant la phase de remplissage du grain
suggerent que les symptémes observés sur les grains (grains ridés et de petite taille) ne relevent
pas de la mort cellulaire mais juste une conséquence de détournement des voies métaboliques
de la plante au profit de I’agent pathogéne. Afin de valider cette hypothése, nous proposons de
mener une analyse cytologique plus fine et plus détaillée sur des grains et ses différentes parties
(couches aleurones et albumen) durant leur infection par le champignon F. graminearum de
facon a préciser la nature des symptdémes observés sur les grains infectés. En effet, des études
microscopiques sur des échantillons infectés avec des colorations spécifiques telles que le bleu
de trypan pourraient étre envisagées pour montrer s’il y a ou pas mort cellulaire. Ensuite, des
marqueurs caractérisant spécifiguement la mort cellulaire pourraient étre suivis au cours du

processus infectieux.

Une interaction étroite entre les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement du
grain et la réponse a la fusariose de I’épi a été déja esquissée dans différentes études
protéomiques (Dornez et al., 2010 ; Gunnaiah et al., 2012). Nos résultats montrent clairement
une association trés forte entre la croissance du champignon Fg et développement du grain.
Jusqu’a un stade avancé de l’infection, la présence et le développement, méme massif, du
champignon in planta ne perturbe pas significativement le développement du grain. L’analyse
par qPCR de I’évolution de la masse fongique a clairement montré que la prolifération du
champignon dans les tissus du grain ne semble pouvoir se faire qu’apres le début de la phase du
remplissage du grain, entre 250°Cd et 450°Cd, avec des grains présentant des symptdmes plus
importants (plus petits et plus ridés). Cette phase de développement fongique est associée a une
diminution de la synthése des protéines de réserve (a 250°Cd) et de la synthese de 1’amidon
(entre 250°Cd et 450°Cd), deux des constituants majeurs d’un grain de blé tendre mature, avec
une augmentation trés importante des voies catabolisant ces réserves. Ces activités
enzymatiques végétales, associées a I’expression par le champignon d’un arsenal enzymatique
complexe (protéases, glucosidases), vont participer a la dégradation de ces deux composants

complexes en composants plus simples (glucose et acides amines), facilement assimilables par
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I’agent pathogeéne. Ainsi, nos résultats suggeérent que I’action du champignon in planta
favoriserait la production de sucres simples, comme le glucose et le saccharose, par rapport a
celle, normalement privilégiée lors de la phase de remplissage du grain de sucres plus
complexes, comme 1’amidon. Ces monosaccharides peuvent étre utilisés non seulement pour la
synthese des DON par le champignon Fg par induction des génes TRI4 et TRI5 impliqués dans
les premiéres étapes de la biosynthése des trichothécenes (Jiao et al., 2008), mais aussi pour
assurer sa propre croissance (Guenther et al., 2009). Les mécanismes de production de 1’énergie
ont été également modifiés lors de I’inoculation du blé avec le champignon F. graminearum,
avec induction de la glycolyse et de la fermentation de I'éthanol. L'infection semble avoir induit
un changement métabolique a 250°Cd de l'aérobie a la fermentation anaérobique. Ce
changement métabolique a également été observé chez la plante A.thaliana infectée par la
bactérie Agrobacterium tumefaciens (Deeken et al., 2006). En raison de limitations en glucose
détourné par le champignon F. graminearum, les cellules des tissus infectés du grain peuvent
facilement devenir hypoxiques et passer au métabolisme énergétique de fermentation. Une
seconde hypothése a été suggérée par Koch et al., (2000) qui ont montré que
l'alcooldéshydrogénase ADH1, une principale enzyme régulatrice de la fermentation de
I'éthanol, répond aux sucres oxygénés (stress oxydatif) a certaines concentrations
physiologiques. L'accumulation des sucres oxygénés au niveau des sites d'infection pourrait
ainsi induire une réponse a I'nypoxie et par conséquent forcer les cellules végétales a basculer
dans le metabolisme énergetique de fermentation. Ce changement métabolique coincide
parfaitement avec la premiére augmentation de la masse fongique (250°Cd), ensuite accentué a
partir de 450°Cd (deuxiéme augmentation de la masse fongique), ce résultat suggére que les
cellules du champignon rentrent en compétition avec les cellules végétales non infectées pour
I’acquisition du glucose. Le glucose assimilé par les cellules fongiques permet la croissance du
champignon et la synthése de ses metabolites, en revanche celui assimilé par les cellules
végétales sera utilis¢ comme source d’énergie pour se défendre contre I’agent pathogene. Par
ailleurs, il a été démontré que le métabolisme azoté joue un rdle important chez les plantes lors
d’une infection par un agent pathogéne. Les plantes infectées augmentent leur demande en
énergie. Outre le glucose, les acides aminés libres (métabolisme azoté) présents chez la plante
constituent une autre source d’énergie. Nous pouvons imaginer qu’une partie de ces acides
aminés destinés chez les grains sains a la synthese des protéines de réserve est contournée dans
les grains infectés pour produire de 1’énergie sous forme d’ATP en empruntant la voie du cycle
de Krebs (Bolton, 2009 ; Seifi et al., 2013). Cette hypothése pourrait expliquer la dérégulation
d’un certain nombre de genes impliqués dans le cycle de Krebs dans les grains infectés par le
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champignon Fg qui sont identifiés dans 1’analyse du protéome et du transcriptome du grain

infecté.

De plus, la dérégulation des genes liés au métabolisme de 1’agmatine (agmatine deiminase et
agmatine coumaroyltransferase) et de I’ornithine (ornithine decarboxylase et acetylornithine)
confirme leur r6le potentiel précédemment évoqué dans une étude métabolo-protéomique
(Gunnaiah et al., 2012). Dans cette méme étude, les auteurs ont montré que I’infection par le
champignon Fg induit une conversion de 1’agmatine en polyamine. Or, 1’accumulation des
polyamines peut induire la production des DON, en augmentant d’avantage la pathogénicité du
champignon (Gardiner et al., 2009). L’autre géne dérégulé (surexpression suite a I’infection par
Fg) qui pourrait participer a 1’installation du champignon est I'unigéne codant la protéine
polygalacturonase (PGs). Cette hydrolase a été décrite comme une des premiéeres classes
impliquées dans I’invasion des plantes par les champignons (Bézier et al.,, 2002). Les
polygalacturonases sont généralement d’origine fongique, pour se défendre, la plante synthétise
des inhibiteurs de ces hydrolases pour se protéger contre les infections fongiques (PGls) (Hou
et al., 2014). Une induction des PG du blé lors de I’infection par le Fg pourrait donc participer
a I’installation du champignon.

Les résultats obtenus au cours de cette These apportent donc un éclairage nouveau et original
sur les processus cellulaires végétaux sous-tendant le développement de I’infection dans le
grain, en les replacant dans une dimension cinétique. Une seconde originalité concerne : (i) La
confirmation du lien étroit existant entre le développement du grain et le développement de
I’infection. Nos résultats, associés a d’autres, montrent clairement la relation qui s’est établi au
cours du processus développemental des deux partenaires (grain et champignon), avec un
champignon infectant le grain des la floraison, pénétrant les tissus sans multiplication
significative, et in fine, ne décidant de se multiplier massivement qu’aprés le démarrage de la
phase de remplissage du grain. La phase asymptomatique, relativement longue, ne signifiant
bien sir pas 1’absence d’activit¢é des deux partenaires, la réponse de la plante mettant
clairement en évidence ’action du champignon pathogéne. (ii) La nature et le timing des
processus mis en jeu suggerent fortement 1’existence d’un véritable processus de manipulation
parasitaire des cellules végétales par F. graminearum, avec comme objectif, la création dans
les tissus infectés d’un environnement physiologique plus favorable au développement de
I’agent pathogéne. Les résultats obtenus permettent de requestionner la nature de 1’interaction
entre le grain de blé tendre et Fusarium graminearum : biotrophe, hémibiotrophe ou

nécrotrophe, qui fait encore I’objet de discussions. Si certaines études récentes ont suggéré que
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I’interaction entre Fg et le blé tendre était de type hémibiotrophe, caractérisée par une phase
biotrophe courte, avec un développement du champignon dans des espaces intercellulaire sans
production de DON, et une phase de nécrotrophie plus longue sur les glumes, glumelles, rachis,
durant laquelle le champignon a besoin de fortes quantités de DON pour se développer
(Cowger and Arellano, 2013). Toutefois, la distinction de ces deux phases reste délicate et
dépendante de nombreux paramétres. La difficulté a trancher résulte peut-étre du fait que 1’épi
est un organe complexe avec des tissus de nature et d’organisation différentes. Il a déja été
montré que F. graminearum était capable d’adapter son processus infectieux a 1’organe ou au
tissus infecté : nécrotrophe sur grains matures, tissus du collet et des feuilles, biotrophe ou

hémibiotrophe sur grain en développement ?

En effet, contrairement aux feuilles adultes formées de tissus homogenes, 1’épi de blé est
constitué de six tissus différents (glumes, glumelles, rachis, anthéres, embryon, et enfin grain),
dont les développements ontogéniques sont asynchrones (Nadaud et al., 2010 ; Capron et al.,
2012). Les symptomes de la fusariose de 1’épi sont observés sur tous les tissus. L’apparition des
premiers symptémes sur grain a lieu entre trois et sept jours aprés inoculation. Des différences
peuvent étre observées selon le cultivar, la virulence de la souche de F. graminearum utilisée,
et surtout du mode d’inoculation utilisé. Une inoculation par injection dans la cavité florale
permet d’avoir des symptomes beaucoup plus précoces qu’une inoculation par spray. Les
premiers symptdmes sur grains induits chez le cultivar « Récital » sensible suite a une
inoculation par spray, apparaissent au bout de 6 a 7 jours apres inoculation, ¢’est-a-dire a partir
de 150°Cd. A 15 jours aprés inoculation (& 250°Cd), une grosse partie des grains prélevés sur
un épi inoculés présentent des symptdmes de FHB et enfin a 350°Cd et 450°Cd presque la
totalité des grains récoltés sont fusariés. Du c6té champignon, nous observons que la synthese
des DON se fait tout au début de la colonisation des grains entre 3 et 7 jours apres inoculation
(entre 50 et 150°Cd). Cette production des DON est suivie d’une forte augmentation de la
masse fongique de F. graminearum qui s’établit a 15 jours aprés inoculation (250°Cd). La
production des DON semble ensuite moins importante par rapport a la masse fongique totale a
partir 250°Cd, en revanche, la masse fongique reste constante jusqu’a 21 jours aprés
inoculation (350°Cd). Ensuite, une seconde augmentation de la masse fongique a lieu entre
350°Cd et 450°Cd, cette augmentation n’est pas accompagnée d’une synthése de DON. La
dynamique d’apparition des symptomes, la croissance du champignon, et la production de
DON dans les tissus du grain de blé tendre sont contrdlées par des événements moléculaires

dont la majorité est précitée dans les parties précédentes. La compilation de nos résultats et des
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données récentes ameéne plusieurs questions sur les différentes étapes de la colonisation d’un
épi de blé tendre et sur la nature de I’interaction entre le champignon Fg et les grains d’un blé
tendre sensible. Des résultats précédents ont montré que le stade de floraison (sortie des
antheres) des épis est le moment propice pour le champignon pour infecter les épis de blé. En
effet, pour réussir nos expérimentations au laboratoire, nous procédons toujours a 1’inoculation
des épis quand 50 % des antheres sont sorties (mi- anthese). Au printemps quand les épis
fleurissent, I’inoculum primaire présent dans les débris végétaux infecte les épis. Une des
hypotheses expliquant la sensibilité du stade de floraison au FHB est la production par les
antheres de molécules attractives telles que la bétaine et la choline (stimulants) permettant aux
spores de F. graminearum d’adhérer aux anthéres (Nkongolo et al., 1993). La spore de Fg

germe, produit des hyphes qui vont coloniser les différents organes (tissus) constituant 1’épi de
blé.

Brown et al., 2010 montrent que la colonisation d’un épi de blé tendre sensible se fait d’épillet
en épillet et que pendant les étapes précoces de la colonisation de 1’épi, le champignon F.
graminearum présente une croissance d’abord verticale au sein du rachis et ensuite latérale
dans les étapes tardives. La croissance latérale permet la colonisation des tissus formant les
épillets dont les grains et les glumelles. Nos travaux permettent de proposer un modeéle
d’interaction entre le champignon Fg et un grain de blé tendre. Ainsi, nos résultats laissent
penser qu’a I’arrivée sur le grain qui s’effectue entre 0 et 3 jours apres 1’inoculation a la mi-
anthese, le champignon produit de grosses quantités de mycotoxines (DON), cette forte
synthése des DON peut durer quelques jours (jusqu’a environ 7 JPI ou 150°Cd), ces DON
permettent au champignon de s’installer sur le grain et d’initier Sa colonisation. En effet, au
début de la colonisation du grain par le champignon Fg (entre 50 et 150°Cd), les spores de Fg
germent et le champignon développe les structures d’interactions et les premiers hyphes
invasifs. Méme si le grain de blé, pendant cette phase est en formation, et que la phase de
remplissage n’est pas encore commencée (grains pauvres en €léments nutritifs comme les
sucres et les acides aminés), les changements métaboliques induits chez la plante comme
I’augmentation du métabolisme énergétique (source d’ATP) permettent au champignon de se
développer. Une forte synthése des DON pendant cette phase participe a I’installation du
champignon et a I’initiation de la colonisation du grain. La deuxiéme phase de croissance qui
débute aprés la synthése des DON (entre 250°Cd et 450°Cd) correspond a la phase de
remplissage du grain est tres riche en réserves (amidon et en protéines de réserve). Pendant

cette phase, le mycélium se développe au dépend de 1’amidon et des acides aminés stockés au
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fur et a mesure dans le grain sans pour autant arréter son développement ou induire la mort de
ses tissus. De plus, durant cette phase, nous avons observé une induction de certains régulateurs
négatifs de la mort cellulaire et une répression d’un geéne pro-apoptotique. Bien que toutes les
observations nécessaires pour remettre en cause le mode de vie du champignon ne sont pas
présentes, les quelques éléments identifiés dans notre étude pourraient suggérer que le
dépérissement observé sur les grains fusariés est essentiellement di au prélévement de
métabolites (sucres et acides aminés) par le champignon Fg qui se comporte plus comme un
biotrophe qu’un nécrotrophe d’autant plus que la comparaison des profils protéiques entre les
grains sains et fusariés a montré que l’infection par le champignon Fg n’induit pas des
changements drastiques au niveau des profils protéiques comme ceux observés lors de la
destruction des cellules de la plante hote par les enzymes excrétées par un champignon

nécroptrophe ou hémibiotrophe.

Les deux limites de notre étude concernent deux points majeurs, le premier réside dans le fait
d’utiliser un seul fond génétique sensible (Récital) et une seule souche de Fusarium
graminearum (Fgl) pour répondre aux différentes questions posées dans le cadre de ce travail.
La deuxiéme limite est liée au manque d’informations sur les étapes précoces impliquées dans
la colonisation du grain par le champignon Fg (24-48h apres-inoculation). Des études
préliminaires obtenues dans notre laboratoire ont montré que les spores de Fg germent pendant
les premieres 48 heures apres inoculation. Les limites de ce travail nous permettent d’avoir ces
différentes perspectives :

a) Généralisation des principaux résultats obtenus en testant la réponse d’autres
variéteés de blé présentant des niveaux de sensibilité variés, en utilisant des souches
de Fusarium présentant des virulences difféerentes et/ou de chémotypes différents.
Cette analyse nous permettra de confirmer le lien de la réponse de la plante au FHB
avec le développement du grain, les processus impactés pas le FHB et 1’expression des
facteurs de sensibilité impliqués dans le développement de la maladie.

b) Analyse des étapes précoces de I’interaction, caractérisation des réponses précoces
de la plante, et identification des effecteurs fongiques mis en jeu. Les différents
processus du grain de blé impactés par le FHB pourraient étre le résultat direct d’une
régulation épigénétique ou post traductionnelle (MPT). En effet, plusieurs études ont
mis en évidence I’implication des modifications épigénétiques (modification des
histones (Zhou et al., 2005), de I’ADN (Matzke et al., 2009)) et MPT (Phosphorylation
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et déphosphorylation (Chung et al., 2014), ubiquitination) dans la régulation de la
réponse de la plante aux agents pathogénes. Pour comprendre quels sont les
mécanismes moléculaires de signalisation conduisant aux différents changements
métaboliques observés dans notre étude (impact sur la synthése de 1’amidon et les
protéines de réserve, les changements au niveau de la glycolyse et du cycle de Krebs,
manipulation de la mort cellulaire). Nous pourrons explorer les événements de
signalisation impliqués dans le FHB chez le blé tendre. L’étude de phosphoprotéome
pourrait nous aider a retracer les différents événements de signalisation a partir des
premieres interactions entre la plante et le champignon jusqu’aux changements
métaboliques observeés chez la plante.

Pour mieux comprendre le processus infectieux de F. graminearum, il serait nécessaire
de compléter cette étude sur les facteurs de sensibilité du blé au Fusarium par une étude
des effecteurs sécrétés spécifiquement lors de 1’infection. Plusieurs études ont été
réalisées pour caractériser le sécrétome infectieux de I’agent pathogene (Yang et al.,
2012 ; Rampitsch et al., 2013). Une étude plus fonctionnelle de ces effecteurs pourrait
permettre d’identifier des effecteurs qui vont cibler un ou plusieurs facteurs de
sensibilité caractérisés dans notre étude. Des travaux sur 1’analyse fonctionnelle
d’effecteurs putatifs de F. graminearum ont été initiés dans notre laboratoire (Projet
FSOV Weab).

Une des stratégies permettant 1’identification des génes de sensibilité (criblage de collection de
mutants), repose sur 1’étude fine des mécanismes et processus biologiques impactés par
I’infection chez une variété/génotype sensible. Outre une certaine difficulté¢ a les identifier,
plusieurs facteurs ont limité, a ce jour, I’utilisation des genes de sensibilité en tant que source
potentielle de génes de résistance. Un des principaux étant qu’un « bon » géne de sensibilité,
c’est-a-dire un géne dont la mutation affecte significativement le développement de 1’agent
pathogéne, est le plus souvent un géne dont la fonction est essentielle a un processus biologique
majeur. Ainsi, toute manipulation de ce type de génes, tout en contribuant a stopper ou a limiter
le développement de 1’agent pathogéne, pourrait également affecter significativement la fitness
de la plante. Ceci est particulié¢rement vrai dans I’exemple de la fusariose de 1’épi, maladie
intimement associ¢e au développement du grain. La manipulation de I’hdte implique souvent
un ou plusieurs facteurs de sensibilité (molécules de 1’hdte détournées par 1’agent pathogéne a

son profit). Ces facteurs de sensibilité peuvent correspondre a un gene ou a un ensemble de
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génes exprimés par la plante et qui participent positivement au développement de 1’agent
pathogéne. Ces facteurs peuvent étre exprimés dans les étapes précoces de I’interaction entre
I’agent pathogene et la plante hote, alors que d’autres peuvent €tre exprimés pendant la phase
de croissance de ’agent pathogéne ou a la fin du cycle infectieux. Il serait donc intéressant
quand on cherche a identifier des facteurs de sensibilité de réaliser une cinétique d’infection qui
permettra de couvrir les principales étapes du cycle infectieux de 1’agent pathogeéne, mais
également de la plante héte (van Schie and Takken, 2014). En comparant nos résultats avec
ceux publiés précédemment, nous constatons que plusieurs génes identifiés dans notre étude
sont déja décrits comme des génes de sensibilit¢ dans d’autres interactions hote-agent
pathogene. Ainsi, le gene codant la protéine Alcool déshydrogénase 1 (Adhl) chez I’orge a été
décrite comme un géne contribuant positivement a 1’installation du champignon Blumeria
graminis (Pathuri et al., 2011). La surexpression de ce géne chez I’orge augmente la vitesse de
pénétration de I’agent pathogene alors que sa sous expression la diminue. L’inactivation de
I’activité enzymatique de cette enzyme par la molécule pyrazole induit également un retard
dans I’apparition des symptomes confirmant donc le réle de ce géne dans le développement de
la maladie. Un unigéne codant la protéine Adhl a été identifié dans notre étude. Ce géne
appartient au groupe des génes présentant un effet de I’interaction entre le développement du
grain et I’infection par le F. graminearum. Il est induit & partir de 250°Cd (15 JPI). A partir de
ce résultat, nous pouvons émettre la méme hypothese que Pathuri et al. 2011 qui consiste a dire
que I’agent pathogéne essaie de maintenir I’état biotrophe de I’interaction entre la plante hote et
le champignon Fg en maintenant I’activation de la glycolyse au cours de I’infection. Le
deuxiéme gene qui a été décrit comme géne de sensibilité aux maladies concerne le géne
codant la protéine Mlo (Varallyay et al., 2012). Dans cette étude, les auteurs ont montré la
possibilité d'induire une résistance a large spectre contre le mildiou en sous exprimant
I'orthologue du géne Mlo de l'orge chez le blé par la technique du VIGS. Ils ont pu mettre en
évidence une forte corrélation entre la résistance du blé & la maladie et I'accumulation des
siRNA. Dans notre analyse, deux unigénes correspondant au géne mlo ont été identifiés. Un
unigene est impliqué dans la réponse a I’inoculation et I’autre est impliqué a la fois dans le
développement du grain et dans la réponse a I’infection par 1’agent pathogeéne. L’obtention,
chez le blé tendre, d’une lignée mutante délétée des trois homéologues du gene mlo, lignée
mutante construite a 1’aide de la technique CRISPR, a permis de confirmer des résultats
antérieurs obtenus par VIGS (Varallyay et al., 2012) : la mutation de ces trois homéologues
confére une résistance des plantes a 1’oidium (Wang et al., 2014). L’autre géne clef essentiel a

I’installation d’un agent pathogéne concerne 1’Indole-3-acetic acid (IAA)-Asp. En effet,
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I’expression de ce géne, qui conduit & une accumulation des formes conjuguées IAA-Asp chez
A. thaliana, favorise I’installation de Botrytis cinerea sur feuilles (Gonzalez-Lamothe et al.,
2012). L’unigéne de blé correspondant et identifier dans notre étude est impliqué dans le
développement du grain et dans la réponse a I’infection. Ce résultat suggére que 1’expression
de certains génes impliqués dans le métabolisme hormonal (Capron et al., 2012) peuvent

favoriser I’installation de F. graminearum sur le grain.

L’analyse fonctionnelle de genes candidats chez le blé tendre devrait étre facilitée par
I’existence d’outils performants : criblage de collection de mutants (forward et reverse) (Ma et
al., 2006), transgénése par biolistique (Plateforme de validation fonctionnelle de I’UMR
GDEC), inactivation par VIGS (Padmanabhan and Dinesh-Kumar, 2009), techniques efficaces
de Gene Editing permettant d’inactiver « facilement » les six copies d’un géne candidat portées
par les trois sous-génomes A, B et D (Wang et al., 2014). L’ensemble de nos résultats permet
une meilleure compréhension de la réponse d’un grain de blé tendre sensible a la fusariose de
I’épi a travers les différents changements de I’expression des genes induits ou réprimés par une
infection par le champignon F. gramineraum. lls permettent également de mieux caractériser la
sensibilité du blé tendre au FHB. De plus, ces travaux apportent des éléments de discussion
nouveaux et impliquent de nouvelles questions de recherche concernant le lien entre la réponse
du FHB avec le développement du grain, I’expression des facteurs de sensibilité au FHB, les
processus biologiques du grain impactés par le FHB. Ce travail pourrait contribuer a
I’amélioration de la résistance du blé tendre au FHB a travers 1’exploitation des différents génes
et facteurs de sensibilité identifiés dans cette étude. On peut donc penser a explorer dans la
diversité génétique des blés disponibles dans les différentes collections pour sélectionner les
différentes formes alléliques de certains genes candidats pouvant améliorer la résistance du blé
au FHB.

Nous avons également montré au travers de ce travail que malgré la complexité du
pathosystéme blé/F. graminearum, cette interaction peut aujourd’hui étre considérée comme un
modele original permettant d’aborder non seulement des aspects appliqués de la recherche chez
le blé tendre (recherche des genes de résistance), mais aussi des aspects fondamentaux liés a la
compréhension de la biologie et de la physiologie de I’interaction entre une plante sensible ou

résistante et un agent pathogene fongique producteur de mycotoxines.
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Annexel:

Supporting information of research article 1. “A proteomics survey on
wheat susceptibility to Fusarium head blight during grain

development”

Fig. 1S Observed symptoms during susceptibility responses to
Fusarium graminearum at 14 days after inoculation.

Pictures depict control (a) and Fg moculated (b) ears, as well as
control (¢) and Fg infected (d) grains.
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Fig. 28 Reference proteome map depicting all differentially regulated protein spots at the three time points
of Fusarivum graminearum infection in wheat grains (3. 7. 14 days after inoculation: 3, 7 and 14 dai).
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Fig. 38 Number of protein spots showing an increasing or decreasing abundance at three time
points of Fusarium granimearum infection (3. 7 and 14 days after inoculation : 3. 7 and 14
dai).



Supplementary Table 1S : Primers used for F. graminearum biomass quantification (Fg IGS primers)
and for Fg Tri5 relative gene expression (Fg TRI5 primers) and normalization primers (TaRLI and Ta 18S).

Gene name Forward primer (5'-3")

Fg TRI5 ATGACTACCCTCAATTCCTTCGT
FglIGS GTTGATGGGTAAAAGTGTG
Tal8S CCATCCCTCCGTAGTTAGCTTCT
TaRLI TTGAGCAACTCATGGACCAG

Gene name Reverse primer (5'-3")

Fg TRI5 GAACTTCTTGGCGTCCTCTG
FgIGS CTCTCATATACCCTCCG
Ta18S CCTGTCGGCCAAGGCTATATAC
TaRLI GCTTTCCAAGGCACAAACAT

Fg : Fusarium graminearum

Ta : Triticum aestivum

TRI5 : Trichodiene synthase 5

RLI : Rnase L inhibitor protein

IGS : non-transcribed DNA termed intergenic spacer



Supplementary Table 2S : Identification of proteins showing significant changes in their
abundance as a consequence of Fg inoculation.

NS Non-significant
SD Standard deviation

Up regulated protein
Down regulated protein



Supplementary Table 3S : Peptide sequences of identified proteins

by LC-MS/MS

Spot Ids

Sequence

GGMTSHAAVVAR
GGMTSHAAVVAR
GGMTSHAAVVAR
GGMTSHAAVVAR
CCVSGCSSIR
TETSPEDVGGMHAAAGILTAR
TETSPEDVGGMHAAAGILTAR
TETSPEDVGGMHAAAGILTAR
TETSPEDVGGMHAAAGILTAR
ELCSETGAAEDDVLAR
TETSPEDVGGMHAAAGILTAR
TETSPEDVGGMHAAAGILTAR
VGICGEHGGEPSSVAFFAK
VGICGEHGGEPSSVAFFAK
VGICGEHGGEPSSVAFFAK

GTAVNVQCMVFGNMGNTSGTGVLFTR

KLYGEFLVNAQGEDVVAGIR
KLYGEFLVNAQGEDVVAGIR
LYGEFLVNAQGEDVVAGIR
LYGEFLVNAQGEDVVAGIR
LYGEFLVNAQGEDVVAGIR
LYGEFLVNAQGEDVVAGIR
LYGEFLVNAQGEDVVAGIR
FLDMFGNVVMDIPHALFEEK
FLDMFGNVVMDIPHALFEEK
FLDMFGNVVMDIPHALFEEK
FLDMFGNVVMDIPHALFEEK
FLDMFGNVVMDIPHALFEEK
FLDMFGNVVMDIPHALFEEK
QLQLAVLAVFDSWDSPR
QLQLAVLAVFDSWDSPR
QLQLAVLAVFDSWDSPR
FLPIYLAQGILQHDPFEVLDQR
FLPIYLAQGILQHDPFEVLDQR
FLPIYLAQGILQHDPFEVLDQR

GLSWNEAWSITER
GLSWNEAWSITER
GLSWNEAWSITER
GLSWNEAWSITER
SVFDSLIINWNATYDYYNK
SVFDSLIINWNATYDYYNK
SVFDSLIINWNATYDYYNK
QLLNILGIVYR

GLSWNEAWSITER
GLSWNEAWSITER
GLSWNEAWSITER
GLSWNEAWSITER
SVFDSLIINWNATYDYYNK
SVFDSLIINWNATYDYYNK
SVFDSLIINWNATYDYYNK
QLLNILGIVYR

FDDTNPEAEKK
VVITNLEDGK
EYIDHIQEIVQ

GLIAEGAATLR

Modifs

M3:+15.99
M3:+15.99

C1:+57.04 - C2:+57.04 - C6:+57.04
M11:+15.99
M11:+15.99
M11:+15.99
M11:+15.99
C3:+57.04

C4:+57.04
C4:+57.04
C4:+57.04
C8:+57.04 - M9:+15.99 - M14:+15.99

M4:+15.99 - M10:+15.99

M4:+15.99 - M10:+15.99

M4:+15.99 - M10:+15.99
M4:+15.99

Q1:-17.02655

Q1:-17.02655

E-value_peptides

0,0085
0,00036
0,001
0,007
0,00071
0,0022
3,9E-06
5,6E-06
8,5E-07
0,0047
4,2E-07
1,2E-05
7,8E-06
7,1E-05
2,3E-05
0,0026
1,7E-08
2,3E-09
2,5E-06
8,2E-07
4,4E-07
0,0011
0,0061
0,0083
0,00099
0,00011
1,4E-06
0,00087
0,0002
4,8E-07
1,6E-06
0,0089
0,00047
4,6E-05
2,1E-07

0,00011
0,00065
0,0012
0,0037
1,5E-05
3,2E-06
2,1E-06
0,00047

0,00011
0,00065
0,0012
0,0037
1,5E-05
3,2E-06
2,1E-06
0,00047

0,0094
0,0084
0,0013
0,0014

log (E value)_protein



WPDAPADEASSYYK 9,5E-05

WPDAPADEASSYYK 0,00021
WPDAPADEASSYYK 7,7E-07
LGYFAVDTDSTPEK 0,00092
CTEVIYGDNPDDIVEIR C1:+57.04 0,00058
CTEVIYGDNPDDIVEIR C1:+57.04 2E-05
CTEVIYGDNPDDIVEIR C1:+57.04 2,5E-05
VHTEIFFSDGNIWR 0,0059
AMFIDFGLAK 0,0057
%2 Molecularchaperone (HSP90family) . 7343703461
DDKGFAHPER 0,0062
ESSAAAVDSSDAPPAEK 0,0067
ESSAAAVDSSDAPPAEK 0,0003
ESSAAAVDSSDAPPAEK 0,00015
ESSAAAVDSSDAPPAEK 6,1E-05
ESSAAAVDSSDAPPAEK 0,0025
EVSTEEYNEFYKK 0,0043
ESSAAAVDSSDAPPAEKFEYQAEVNR 1,3E-05
KVFEINPEHEIK 0,0049
KVFEINPEHEIIK 0,0027
LSSSPCVLVAAK C6:+57.04 0,00051
LSSSPCVLVAAK C6:+57.04 0,0019
EVSTEEYNEFYK 0,0002
EVSTEEYNEFYK 0,00013
EVSTEEYNEFYK 0,0016
QEYSQTCDWIK C7:457.04 0,003
AQTLGDTSSLEFMR M13:+15.99 1,6E-05
AQTLGDTSSLEFMR M13:+15.99 6E-05
ESSAAAVDSSDAPPAEKFEYQAEVNR 8,5E-05
IQTDKDNGITITDSGIGMTR M19:+15.99 2E-05
IQTDKDNGITITDSGIGMTR M19:+15.99 9E-07
IQTDKDNGITITDSGIGMTR M19:+15.99 0,0058
IQTDKDNGITITDSGIGMTR M19:+15.99 8,4E-05
ESSAAAVDSSDAPPAEKFEYQAEVNR 0,003
AIYYIAGDSLSSAK 0,0014
LMDLIVHSLYSNK M2:+15.99 0,00082
LMDLIVHSLYSNK M2:+15.99 0,00045
AIYYIAGDSLSSAK 6,9E-05
AIYYIAGDSLSSAK 1,8E-05
AIYYIAGDSLSSAK 6,8E-06
QYVWEAESESNSYTIR 0,0066
AIYYIAGDSLSSAK 0,00025
AIYYIAGDSLSSAK 0,00015
AIYYIAGDSLSSAK 0,00065
KTFNEYLDPLASSHFTTEGEVEFR 0,0017
KTFNEYLDPLASSHFTTEGEVEFR 0,0092
YLSVTDPDLLKDGPELDIR 7,8E-05
RVFISDDFDGELFPR 0,0087
YLSVTDPDLLKDGPELDIR 1,8E-07
RVFISDDFDGELFPR 0,00029
YLSVTDPDLLKDGPELDIR 9,4E-06
RVFISDDFDGELFPR 0,0056
VFISDDFDGELFPR 1,8E-05
VFISDDFDGELFPR 2,2E-05
VFISDDFDGELFPR 7,9E-06
YWDWELTNETQPIWLR 0,0021
HIEKDPALER 0,0079
MVGESTEAVGAGVGGGSSGQK M1:+15.99 1,8E-06
MVGESTEAVGAGVGGGSSGQK M1:+15.99 2,7E-10
MVGESTEAVGAGVGGGSSGQK M1:+15.99 1E-06
MVGESTEAVGAGVGGGSSGQK 2,9E-06
MVGESTEAVGAGVGGGSSGQK 4,9E-08

VVDEGYNPSYGAR 0,00011



VVDEGYNPSYGAR 0,0044

VVDEGYNPSYGAR 5E-05
LAEEGKLDPVVGR 0,0014
VLESLGADPNNIR 0,0032
VLESLGADPNNIR 0,0002
AIDLIDEAGSR 0,0033
AIDLIDEAGSR 0,0018
MPTLEEYGTNLTK M1:+15.99 0,00025
MPTLEEYGTNLTK M1:+15.99 0,0053
VLELSLEEAR 0,00075
NTLLIMTSNVGSSVIEK M6:+15.99 1,9E-05
NTLLIMTSNVGSSVIEK M6:+15.99 2,7E-09
VLELSLEEAR 0,0063
GELQCIGATTLDEYR C5:+57.04 0,00015
ALASYYFGSEEAMIR M13:+15.99 0,0024
ALASYYFGSEEAMIR M13:+15.99 1E-04
ALASYYFGSEEAMIR M13:+15.99 5,5E-06
VITLDMGLLVAGTK M6:+15.99 0,00012
VITLDMGLLVAGTK M6:+15.99 3,4E-06
VPEPTVDETIQILR 3,7E-05
VPEPTVDETIQILR 0,0021
VPEPTVDETIQILR 0,0012
NTLLIMTSNVGSSVIEK 5,2E-05
ALASYYFGSEEAMIR 0,00011
ALASYYFGSEEAMIR 0,0002
GSGFVAVEIPFTPR 0,0066
VITLDMGLLVAGTK 7,1E-06
VITLDMGLLVAGTK 2,5E-05
VITLDMGLLVAGTK 5,5E-06
LGHNFVGTEQILLGLIGEGTGIAAK 0,0024
AETESGEVGPLVTEADIQHIVSSWTGIPVEK 0,0011
QSDDIILFIDEVHTLIGAGAAEGAIDAANILKPALAR 0,00059
DCLGTIAQSGTSK C2:+57.04 0,0012
ELVSNASDALDK 0,0071
IYEMMTIALGGR M4:+15.99 - M5:+15.99 6,6E-05
IYEMMTIALGGR M4:+15.99 - M5:+15.99 0,0014
LMDLIVHSLYSHK M2:+15.99 0,00023
IKPDPDAGTITITDSGIGMTK M19:+15.99 0,0034
DELKDCLGTIAQSGTSK C6:+57.04 1,5E-05
LMDLIVHSLYSHK M2:+15.99 0,00064
IKPDPDAGTITITDSGIGMTK M19:+15.99 3,4E-06
DELKDCLGTIAQSGTSK C6:+57.04 4,6E-05
ELVSNASDALDKLR 0,0023
ELVSNASDALDKLR 0,0015
GVVDSNDLPLNVSR 0,0019
GVVDSNDLPLNVSR 0,00046
GVVDSNDLPLNVSR 0,00016
AIYYIATDSLQSAK 7,7E-06
RVFISDDFDGELFPR 0,00047
IYEMMTIALGGR 0,0002
IYEMMTIALGGR 0,00013
RAVELLYETALISSGYTPESPAELGGK 0,0072
YWDWELANETKPIWMR 0,00071
YWDWELANETKPIWMR 0,0049
EVGADNSLIGQFGVGFYSAFLVAEK 0,0004
EVGADNSLIGQFGVGFYSAFLVAEK 1,6E-06
EIGADNGLIGQFGVGFYSAFLVAEK 0,0043
EIGADNGLIGQFGVGFYSAFLVAEK 4,2E-05
EIGADNGLIGQFGVGFYSAFLVAEK 0,00031

MHANLGHD 0,008
HGDKILDEANK 0,0026

HHASMNFTCAEMR C9:+57.04 - M5:+15.99 2,7E-05



HHASMNFTCAEMR
MHANLGHDPSVD
NTDLPVKDHTDVG
NTDLPVKDHTDVG
HHASMNFTCAEMRD
NTDLPVKDHTDVGD
GLHVACENALGR
HHASMNFTCAEMR
EGLHVACENALGR
MHANLGHDPSVDPVAPLER
MHANLGHDPSVDPVAPLER
MHANLGHDPSVDPVAPLER
MHANLGHDPSVDPVAPLER
MHANLGHDPSVDPVAPLER
MHANLGHDPSVDPVAPLER
MHANLGHDPSVDPVAPLER
LQAIMSFHQCGGNVGD
MHANLGHDPSVDPVAPLER
MHANLGHDPSVDPVAPLER
HAAELTAGYYNLDDR
HAAELTAGYYNLDDR
HAAELTAGYYNLDDR
HAAELTAGYYNLDDR
AYDWSAYK
NTDLPVKDHTDVGDEVL
NTDLPVKDHTDVGDEVL
MHANLGHDPSVDPVAPLER
VPNHAAELTAGYYNLDDRDGYR
VPNHAAELTAGYYNLDDRDGYR
YDATAYNTILR
HAAELTAGYYNLDDR
YDATAYNTILR
HAAELTAGYYNLDDR
VPNHAAELTAGYYNLDDR
VPNHAAELTAGYYNLDDR
VPNHAAELTAGYYNLDDR
VPNHAAELTAGYYNLDDRDGYR
VPNHAAELTAGYYNLDDR
MHANLGHDPSVDPVAPLER
VPNHAAELTAGYYNLDDR
VPNHAAELTAGYYNLDDR
MHANLGHDPSVDPVAPLER
VPNHAAELTAGYYNLDDRD
VPNHAAELTAGYYNLDDRD
VPNHAAELTAGYYNLDDRD
EGLHVACENALGR
TAVQMYADYMASFR
EGLHVACENALGR
MHANLGHDPSVDPVAPLER
VPNHAAELTAGYYNLDDRDGYR
AAELTAGYYNLDDR
TAVQMYADYMASFR
VPNHAAELTAGYYNLDDR
TAVQMYADYMASFR
TAVQMYADYMASFR
MHANLGHDPSVDPVAPLER
MHANLGHDPSVDPVAPLER
VPNHAAELTAGYYNLDDR
TAVQMYADYMASFR
TAVQMYADYMASFR
TAVQMYADYMASFR
TAVQMYADYMASFR
ILDEANKVFLGCR
MHANLGHDPSVDPVAPLER

C9:+57.04 - M5:+15.99

C9:+57.04 - M12:+15.99

C6:+57.04
C9:+57.04
C7:+57.04 - E1:-18.01056
M1:+15.99
M1:+15.99

M1:+15.99
M1:+15.99
C10:457.04 - M5:+15.99

M1:+15.99

M1:+15.99

M1:+15.99

C7:+57.04
M5:+15.99 - M10:+15.99
C7:+57.04
M1:+15.99

M5:+15.99 - M10:+15.99

M5:+15.99 - M10:+15.99
M5:+15.99 - M10:+15.99

M1:+15.99

M5:+15.99 - M10:+15.99
M5:+15.99 - M10:+15.99
M5:+15.99 - M10:+15.99
M5:+15.99 - M10:+15.99
C12:+57.04

0,0011
0,0077
0,0039
0,0049
0,0077
0,0017
0,00037
0,0012
0,0019
8,4E-05
3,9E-06
7,1E-05
2,8E-05
8,9E-09
0,00062
0,00027
0,0069
0,00065
0,00035
1,5E-07
0,00044
2,3E-07
0,003
0,0032
0,0015
0,0084
0,00013
0,0029
0,00075
0,0052
6,1E-05
0,005
0,005
0,0012
6,5E-09
6,1E-05
1,9E-05
1,3E-08
6,8E-05
0,00041
0,00041
0,0095
0,00028
0,0013
1,8E-05
0,0035
0,0011
0,003
0,0042
0,0045
0,00074
0,00011
6,7E-05
2E-06
1,4E-05
0,0057
0,00085
3,4E-05
0,0064
0,001
0,0013
4,8E-06
0,0022
0,0002



AYDWSAYK
MHANLGHDPSVDPVAPLER
AYDWSAYK
TAVQMYADYMTSFR
VPNHAAELTAGYYNLDDR
VPNHAAELTAGYYNLDDR

GASEHVLDEAER
GASEHVLDEAER
RIENANILVANTAMDTDKVK
IENANILVANTAMDTDKVK
IENANILVANTAMDTDKVK
RIENANILVANTAMDTDKVK
RIENANILVANTAMDTDKVK
RIENANILVANTAMDTDKVK
RIENANILVANTAMDTDKVK
RIENANILVANTAMDTDKVK
LIEEIMIGEDR
LIEEIMIGEDR
IHPMTIIAGYR
IENANILVANTAMDTDK
IENANILVANTAMDTDK
RIENANILVANTAMDTDKVK
LIHFSGVAMGQACTIVLR
LIHFSGVAMGQACTIVLR
LIHFSGVAMGQACTIVLR
LIHFSGVAMGQACTIVLR
LIHFSGVAMGQACTIVLR
LALVTGGDIASTFDNPESVK
LALVTGGDIASTFDNPESVK
DSFLDEGFILDKK
DSFLDEGFILDKK
LALVTGGDIASTFDNPESVK
LALVTGGDIASTFDNPESVK
DSFLDEGFILDK
DSFLDEGFILDK
SDLMNIAMTTLSSK
SDLMNIAMTTLSSK
LALVTGGDIASTFDNPESVK
LALVTGGDIASTFDNPESVK
MASFVGAMAIADLVK
MASFVGAMAIADLVK
MASFVGAMAIADLVK
MASFVGAMAIADLVK
MASFVGAMAIADLVK
MASFVGAMAIADLVK
LALVTGGDIASTFDNPESVK
ILSQDKEYFAELAVDAVLR
ILSQDKEYFAELAVDAVLR
MASFVGAMAIADLVK
VQDDEVGDGTTSVVVLAGELLR
VQDDEVGDGTTSVVVLAGELLR
ALQAIPTIIADNAGLDSAELISQLR
ALQAIPTIIADNAGLDSAELISQLR
ALQAIPTIIADNAGLDSAELISQLR
QLIYNFPEELFADAGILAVEHADFEGIER
QLIYNFPEELFADAGILAVEHADFEGIER
QLIYNFPEELFADAGILAVEHADFEGIER

CYSGMTPEQVDR
TFSYYHPESR
PSPDKVNVGVGAYR
AHNPTGVDPTEEQWR
ASLFGHVEPAPK

M5:+15.99 - M10:+15.99

M14:+15.99
M13:+15.99
M13:+15.99
M14:+15.99
M14:+15.99
M14:+15.99
M14:+15.99

M6:+15.99
M6:+15.99

C13:+57.04 - M9:+15.99
C13:+57.04 - M9:+15.99
C13:457.04
C13:457.04
C13:457.04

M1:+15.99 - M8:+15.99

M1:+15.99 - M8:+15.99

M1:+15.99 - M8:+15.99
M8:+15.99
M8:+15.99
M8:+15.99

C1:+57.04 - M5:+15.99

0,0087
0,006
0,0004
0,00021
0,0041
0,0014

0,00037
0,0032
0,0082
0,0036
0,0019
0,0088
1,2E-05
0,0015
3,3E-06
8,8E-05
0,0054
0,00073
2,4E-05
5,6E-05
0,0003
0,0051
0,008
0,0033
0,0053
0,0016
6,6E-06
6,2E-05
1,3E-05
0,0007
0,00091
0,0032
0,00068
0,00072
7,2E-05
2,1E-05
7,4E-07
9,3E-05
4,8E-05
7,7E-05
7,4E-06
1,3E-05
4,8E-05
2,7E-05
3E-05
0,001
3,9E-07
7,4E-07
2,4E-06
0,0022
0,0017
1,6E-05
0,0098
0,0002
2,1E-06
0,0011
0,00055

0,0082
0,0044
0,0026
0,0009
0,00097



ASLFGHVEPAPK
ASLFGHVEPAPK
LLHACAHNPTGVDPTEEQWR
MASLFGHVEPAPK
MASLFGHVEPAPK
ASLFGHVEPAPK
IAAVQALSGTGACR
MASLFGHVEPAPK
MASLFGHVEPAPK
IFLEDGHQIGCAQSYAK
IFLEDGHQIGCAQSYAK
IFLEDGHQIGCAQSYAK
IFLEDGHQIGCAQSYAK
NAPNGSFFLLHACAHNPTGVDPTEEQWR
NAPNGSFFLLHACAHNPTGVDPTEEQWR
NAPNGSFFLLHACAHNPTGVDPTEEQWR
GLDFAGLMDDIK
AGCLSILCEDEMQAVAVK
AGCLSILCEDEMQAVAVK
GLDFAGLMDDIK
GLDFAGLMDDIK
LGSPLSWEHVTNQIGMFCYSGMTPEQVDR
LGSPLSWEHVTNQIGMFCYSGMTPEQVDR
NHFPFFDMAYQGFASGDPER
ISMAGVTTGNVAYLANAIHDVTK
ISMAGVTTGNVAYLANAIHDVTK
ISMAGVTTGNVAYLANAIHDVTK
NHFPFFDMAYQGFASGDPER
PILGVTEAFLADPSPDK
PILGVTEAFLADPSPDK
PKDPILGVTEAFLADPSPDKVNVGVGAYR
ASLFGHVEPAPKDPILGVTEAFLADPSPDK
DPILGVTEAFLADPSPDK
DPILGVTEAFLADPSPDK
DPILGVTEAFLADPSPDK
GLDFAGLMDDIK
GLDFAGLMDDIK
DPILGVTEAFLADPSPDK
MASLFGHVEPAPKDPILGVTEAFLADPSPDK
ASLFGHVEPAPKDPILGVTEAFLADPSPDK
ASLFGHVEPAPKDPILGVTEAFLADPSPDK

VAETLMFDYHR
ELINPEVTVTMTENTPDDPR
SFCYVADMVNGLMK
ELINPEVTVTMTENTPDD
ELINPEVTVTMTENTPDD
ILLTSTSEVYGD
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
ILVTGGAGFIGSHLVDK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
ILVTGGAGFIGSHLVDK
ELINPEVTVTMTENTPDD
ELINPEVTVTMTENTPDDPR
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
SFCYVADMVNGLMK
SFCYVADMVNGLMK
SFCYVADMVNGLMK
TNVIGTLNMLGLAK
TNVIGTLNMLGLAK

C5:+57.04
M1:+15.99
M1:+15.99

C13:+57.04
M1:+15.99
M1:+15.99
C11:+57.04
C11:+57.04
C11:+57.04
C11:+57.04
C13:+57.04
C13:+57.04
C13:+57.04
M8:+15.99
C3:+57.04 - C8:+57.04
C3:+57.04 - C8:+57.04
M8:+15.99
M8:+15.99
C18:+57.04 - M16:+15.99 - M22:+15.99
C18:+57.04 - M16:+15.99 - M22:+15.99
M8:+15.99
M3:+15.99
M3:+15.99
M3:+15.99
M8:+15.99

M1:+15.99

M6:+15.99
M11:+15.99

C3:+57.04 - M8:+15.99 - M13:+15.99
M11:+15.99
M11:+15.99

M2:+15.99

M2:+15.99

M11:+15.99

M2:+15.99
M2:+15.99
M2:+15.99

C3:+57.04 - M8:+15.99

C3:+57.04 - M8:+15.99

C3:+57.04 - M8:+15.99
M9:+15.99
M9:+15.99

0,00033
0,0034
0,0001
3E-05

0,00034

0,00046
0,0044
1,1E-05
6E-05
3,3E-05
2,8E-05
3,8E-08
3,6E-05
3,9E-05
3E-05
6,4E-05

0,00037

0,00037
0,0011
0,0042

0,00092

0,00018
0,002

0,00037

0,00015
0,0014

2,4E-06

0,0031

8,9E-05

0,0004
0,0051

0,00032

0,00084
1,6E-10

3,3E-07

0,0041
0,0052
1,9E-08
0,0034
1,7E-07
1,6E-05

0,0025
5,4E-06
2,9E-06
5E-05
5,1E-05



DGLVLMEDDFR
ILLTSTSEVYGDPLEHPQTEAYWGNVNPIGVR
ILLTSTSEVYGDPLEHPQTEAYWGNVNPIGVR

LMNGDNTGPINIGNPGEFTMLELAENVK
LMNGDNTGPINIGNPGEFTMLELAENVK
TNVIGTLNMLGLAK
TNVIGTLNMLGLAK
TNVIGTLNMLGLAK
TNVIGTLNMLGLAK
SFCYVADMVNGLMK
ILVTGGAGFIGSHLVDKLMENEKNEVIVADNFFTGSK

TLVGTYAQPER
FSNHSDHLLVSSWDK
FSNHSDHLLVSSWDK

GEFAHPGPVLDCCFHDDSSGFSAGADHTVR
GEFAHPGPVLDCCFHDDSSGFSAGADHTVR
CFPNGTGYALSSVEGR
CFPNGTGYALSSVEGR

YASSIAALSFSK

YASSIAALSFSK
VSMEFFDLSESAQSK
VSMEFFDLSESAQSK

CFPNGTGYALSSVEGR
VSMEFFDLSESAQSK
VSMEFFDLSESAQSK

DTVYPVNAIAFHPIYGTF

AEQQAASPMVAK
MEGGDALSASQ
MEGGDALSASQ
SLQQPGQGQQIGK
SLQQPGQGQQIGK
QGSYYPGQASPQQPGQGQQPGK
QGSYYPGQASPQQPGQGQQPGK
QGSYYPGQASPQQPGQGQQPGK
QGSYYPGQASPQQPGQGQQPGK
QGSYYPGQASPQQPGQGQQPGK
SLQQPGQGQQGHYPASLQQPGQGQPGQR
SSQTVQGYYPGVTSPR
SSQTVQGYYPGVTSPR
GQQGYYPTSLQQPGQGQQGYYPTSLQHTGQR
GQQGYYPTSLQQPGQGQQGYYPTSLQHTGQR
QQPVQGQQPEQGQQPGQWQQGYYPTSPQQLGQGQQPR
LPWSTGLQMR

GILAADESTGTIGK
GILAADESTGTIGK
IGATEPSQLSIDQNAQGLAR
IGATEPSQLSIDQNAQGLAR
FASINVENVEDNR
IGATEPSQLSIDQNAQGLAR
YKDELIKNAAYIGTPGK
IGATEPSQLSIDQNAQGLAR
YKDELIKNAAYIGTPGK
YKDELIKNAAYIGTPGK
IGATEPSQLSIDQNAQGLAR
ALNDQHVLLEGTLLKPNMVTPGSDSK
ALNDQHVLLEGTLLKPNMVTPGSDSK
VAPEVIAEYTVR
VAPEVIAEYTVR
GTIELAGTNGETTTQGFDDLGK
GTIELAGTNGETTTQGFDDLGK
GTIELAGTNGETTTQGFDDLGK

M2:+15.99 - M20:+15.99
M2:+15.99 - M20:+15.99
M9:+15.99
M9:+15.99

C3:457.04
M19:+15.99

C12:+57.04 - C13:+57.04
C12:+57.04 - C13:+57.04
C1:+57.04
C1:+57.04

M3:+15.99
M3:+15.99
C1:+57.04

M9:+15.99
M1:+15.99
M1:+15.99

M18:+15.99
M18:+15.99

0,0038
3,6E-06
0,00028
1,6E-07
2,9E-05

0,0013
0,00026
1,6E-05
3,6E-05

0,0055
0,00029

0,0015
1E-05
1,7E-06
0,00011
3,4E-05
3,4E-06
9,8E-06
5,3E-05
2,8E-05
3,3E-05
2,2E-07
0,0053
1,1E-05
4,1E-06
0,00069

0,002
0,0023
0,0048
0,0021
0,0029

0,001
0,0021
0,0004
0,0035
0,0014

0,002
1,7E-06
1,3E-05
0,0029

0,002
0,0058

0,00083

7,4E-07
1,3E-06
7,4E-05
9,1E-05
0,0042
0,00097
7,6E-05
4E-05
7,6E-07
1,4E-05
0,0052
3,5E-06
0,00071
0,00098
0,00024
2,4E-05
0,0028
3,8E-08



PADEVDKLAEK
PADEVDKLAEK
KEEATEIAPFDPTKK
KEEATEIAPFDPTKK
VVIQDPADEVDK
VVIQDPADEVDK
KEEATEIAPFDPTK
KEEATEIAPFDPTK
KEEATEIAPFDPTK
KEEATEIAPFDPTK
KVVIQDPADEVDKLAEK
KVVIQDPADEVDKLAEK
KVVIQDPADEVDKLAEK
DYKYDELLGR
KVVIQDPADEVDKLAEK
EEATEIAPFDPTK
TEGLSVTESGEASFVGLKK
TEGLSVTESGEASFVGLKK
VVIQDPADEVDKLAEK
VVIQDPADEVDKLAEK
DYKYDELLGR
PADEVDKLAEK
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
LAEKTEGLSVTESGEASFVGLK
LAEKTEGLSVTESGEASFVGLK
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
TEGLSVTESGEASFVGLK
TEGLSVTESGEASFVGLK
TEGLSVTESGEASFVGLK
TEGLSVTESGEASFVGLK
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
TEGLSVTESGEASFVGLK
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
VVIQDPADEVDKLAEKTEGLSVTESGEASFVGLK
VVIQDPADEVDKLAEKTEGLSVTESGEASFVGLK
TVFVNFMDLCK
TVFVNFMDLCK
TVFVNFMDLCK
TEGLSVTESGEASFVGLK
TEGLSVTESGEASFVGLK
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
QPEHVMMFLLAEMGTSGSLDGQQR
TEGLSVTESGEASFVGLK

TQDGGTEVVEAK
TQDGGTEVVEAK
AGAVFGDACLK
AGAVFGDACLK
ANVPVTGVNVPVVGGHAG
ANVPVTGVNVPVVGGHAG
ANVPVTGVNVPVVGGH
ANVPVTGVNVPVVGGH
ANVPVTGVNVPVVGGHA
ANVPVTGVNVPVVGGHA
ANVPVTGVNVPVVGGHA
PVNSTVPIAAEVFKK
PVNSTVPIAAEVFKK
ANVPVTGVNVPVVGG
ANVPVTGVNVPVVGG
GIGQPLALLMK

M6:+15.99 - M7:+15.99 - M13:+15.99
M6:+15.99 - M7:+15.99 - M13:+15.99
M6:+15.99 - M7:+15.99 - M13:+15.99

M6:+15.99 - M7:+15.99 - M13:+15.99

M7:+15.99 - M13:+15.99
M6:+15.99 - M13:+15.99 - Q1:-17.02655
C10:+57.04

C10:+57.04
C10:+#57.04 - M7:+15.99

M7:+15.99
M7:+15.99
M6:+15.99 - M13:+15.99 - Q1:-17.02655

C9:+57.04
C9:+57.04

M10:+15.99

0,00047
4,4E-05
0,0016
0,009
0,00027
0,00069
0,00062
0,00019
6,6E-05
5E-06
6,1E-05
0,0037
9,9E-05
0,0021
0,00028
0,0046
1E-05
1E-06
9,1E-05
5,5E-06
0,00041
0,0084
0,0053
0,00051
0,0041
0,0041
0,00089
0,0038
0,0022
3,1E-07
3,1E-06
1,8E-05
0,001
1,2E-05
0,0045
0,00017
0,005
0,0028
0,00062
0,004
0,0077
0,0014
7,9E-05
0,0073
0,001
0,007

0,0035
0,0064
0,00034
0,0067
0,0003
9E-06
0,0002
2E-05
1,6E-05
2,5E-06
2,2E-06
4,5E-06
0,0041
0,0051
0,00039
0,0019



GIGQPLALLMK
GGIGQPLALLMK
PVNSTVPIAAEVFK
PVNSTVPIAAEVFK
GIGQPLALLMK
AGGIGQPLALLMK
AGGIGQPLALLMK
GSATLSMAYAGAVFGDACLK
GSATLSMAYAGAVFGDACLK
NPVNSTVPIAAEVFK
KVAILGAAGGIGQPLALLMK
KVAILGAAGGIGQPLALLMK
MISNPVNSTVPIAAEVFK
MISNPVNSTVPIAAEVFK
MISNPVNSTVPIAAEVFK
MISNPVNSTVPIAAEVFK
KVAILGAAGGIGQPLALLMK
KVAILGAAGGIGQPLALLMK
MISNPVNSTVPIAAEVFK
KVAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPL
VAILGAAGGIGQPL
ALVNMISNPVNSTVPIAAEVFK
ALVNMISNPVNSTVPIAAEVFK
ALVNMISNPVNSTVPIAAEVFK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
KVAILGAAGGIGQPLALLMK
KVAILGAAGGIGQPLALLMK
KVAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
ANVPVTGVNVPVVGGHAGITILPL
VAILGAAGGIGQPLALLMK
GFVGDDQLGEALEGADLVIIPAGVPR
VAILGAAGGIGQPLALLMK
GFVGDDQLGEALEGADLVIIPAGVPR
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
GFVGDDQLGEALEGADLVIIPAGVPR
GFVGDDQLGEALEGADLVIIPAGVPR
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK
VAILGAAGGIGQPLALLMK

VQQLCDAANEDVDEK
VQQLCDAANEDVDEK
VQQLCDAANEDVDEK
IPVISNVDAQPHSD
IPVISNVDAQPHSD
LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK
LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK
LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK

M10:+15.99
M11:+15.99

M10:+15.99

M12:+15.99

M12:+15.99
C18:+57.04 - M7:+15.99
C18:+57.04 - M7:+15.99

M19:+15.99
M19:+15.99
M1:+15.99
M1:+15.99
M1:+15.99
M1:+15.99
M19:+15.99
M19:+15.99
M1:+15.99
M19:+15.99

M5:+15.99
M5:+15.99
M5:+15.99
M18:+15.99
M18:+15.99
M18:+15.99

M18:+15.99
M18:+15.99

M18:+15.99

M18:+15.99

M18:+15.99
M18:+15.99

M18:+15.99
M18:+15.99

M18:+15.99
M18:+15.99

M18:+15.99

C5:+57.04
C5:+57.04
C5:+57.04

M6:+15.99 - M17:+15.99
M6:+15.99 - M17:+15.99
M6:+15.99 - M17:+15.99

0,00033
0,0046
0,0025
1,1E-05
0,00036
8E-05
0,0039
6,5E-07
9,6E-08
0,0033
1,3€-07
5E-07
1,7E-05
0,00039
1,6E-05
0,00012
0,00069
0,0024
5,1E-05
0,0007
0,0047
0,00094
2,9E-06
4E-07
1,4E-06
0,00068
2,7E-07
6,9E-08
0,00076
0,00011
0,0042
0,00031
4,4E-05
0,0035
0,00042
0,00048
0,0028
0,00024
1,2E-05
1,2E-05
0,0071
9,4E-07
2,1E-06
0,00058
0,0081
0,0083
4,2E-05
0,00023
1,6E-08
3,4E-06
4,6E-08
2E-07
5,9E-05
0,00044
0,0043

0,0003
1,7E-06
8,4E-06
0,00013
0,0012
6,6E-05
0,0002
1,2E-05



LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK
LAVAGAFHTSFMQPAVSR
LAVAGAFHTSFMQPAVSR
LAVAGAFHTSFMQPAVSR

LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK

VQIANFLCPGNYAVSGGVK
ANDILGYDLLNLCIDGPK
ANDILGYDLLNLCIDGPK
ANDILGYDLLNLCIDGPK

LNSTVISQPAIYVTSLAAVEVLR
LNSTVISQPAIYVTSLAAVEVLR
LNSTVISQPAIYVTSLAAVEVLR
VQQLCDAANEDVDEK
VQQLCDAANEDVDEK
VQQLCDAANEDVDEK
IPVISNVDAQPHSD
IPVISNVDAQPHSD

LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK

LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK

LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK

LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK
LAVAGAFHTSFMQPAVSR
LAVAGAFHTSFMQPAVSR
LAVAGAFHTSFMQPAVSR

LRGEAMQDASDAANSAMVSVIGLDSEK

VQIANFLCPGNYAVSGGVK
ANDILGYDLLNLCIDGPK
ANDILGYDLLNLCIDGPK
ANDILGYDLLNLCIDGPK

LNSTVISQPAIYVTSLAAVEVLR
LNSTVISQPAIYVTSLAAVEVLR
LNSTVISQPAIYVTSLAAVEVLR

ATLELTHNWGTESD
GFGHIGVTVDDVYK
GFGHIGVTVDDVYK
GFGHIGVTVDDVYK
GFGHIGVTVDDVYK
ATLELTHNWGTESDPEFK
ATLELTHNWGTESDPEFK
ATLELTHNWGTESDPEFK
ATLELTHNWGTESDPEFK
GFGHIGVTVDDVYK
GFGHIGVTVDDVYK
GFGHIGVTVDDVYK
ATLELTHNWGTESDPEFK
GFGHIGVTVDDVYK
GFGHIGVTVDDVYK
GFGHIGVTVDDVYK

NSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIAN
SSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR

M6:+15.99 - M17:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99
M17:+15.99

C8:+57.04
C13:457.04
C13:+57.04
C13:+57.04

C5:+57.04
C5:+57.04
C5:+57.04

M6:+15.99 - M17:+15.99
M6:+15.99 - M17:+15.99
M6:+15.99 - M17:+15.99
M6:+15.99 - M17:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99
M17:+15.99
C8:+57.04
C13:+57.04
C13:+57.04
C13:457.04

4,8E-05
0,0093
0,0021
2,4E-05
0,0024
7,9E-05
3,8E-08
0,00022
1,4E-05
9,4E-05
0,00011
7,8E-05
0,0003
1,7E-06
8,4E-06
0,00013
0,0012
6,6E-05
0,0002
1,2E-05
4,8E-05
0,0093
0,0021
2,4E-05
0,0024
7,9E-05
3,8E-08
0,00022
1,4E-05
9,4E-05
0,00011
7,8E-05

0,00014
5,9E-05
5,6E-05
0,0067
0,0034
0,00016
8,8E-05
3E-07
2,1E-05
0,0017
7,8E-06
2,3E-05
0,00038
0,00095
8,5E-05
0,006

0,0081
0,00084
1,2E-07
5,7E-06
2,7E-05
0,00027
0,0027
4,26-05
0,00043
6,2E-05
8,9E-06
1,6E-08
0,00022
0,00033



SSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
NVFNDLLSPGQLLIIPQNYVVLK
NVFNDLLSPGQLLIIPQNYVVLK
NSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
SSILGALPVDVIANAYGISR
NSILGALPVDVIANAYGISR

KLEDIVPSSHN
KLEDIVPSSHNCD
KLEDIVPSSHNCD

KLEDIVPSSH
KLEDIVPSSH
KLEDIVPSSHNCDVPHVDR
KLEDIVPSSHNCDVPHVDR
PSSHNCDVPHVDR
LEDIVPSSHNCDVPHVDR
KLEDIVPSSHNCDVPHVDR
LEDIVPSSHNCDVPHVDR
KLEDIVPSSHNCDVPHVDR
KLEDIVPSSHNCDVPHVDR
KLEDIVPSSHNCDVPHVDR
LPTDDVLLGQIK
DLILSVMSAMGEEQICAVK
DLILSVMSAMGEEQICAVK
LPTDDVLLGQIK
DLILSVMSAMGEEQICAVK
DLILSVMSAMGEEQICAVK
TGFADGKDLILSVMSAMGEEQICAVK
TGFADGKDLILSVMSAMGEEQICAVK
DDLKLPTDDVLLGQIK
TGFADGKDLILSVMSAMGEEQICAVK
TGFADGKDLILSVMSAMGEEQICAVK
DLILSVMSAMGEEQICAVK
LPTDDVLLGQIK
LPTDDVLLGQIK
YQLIDITDDGYVSLLTESGNTK
DLILSVMSAMGEEQICAVK
DDLKLPTDDVLLGQIK
DLILSVMSAMGEEQICAVK
CHFVAIDIFNGK

QDYQLIDITDDGYVSLLTESGNTKDDLK

CHFVAIDIFNGK

QDYQLIDITDDGYVSLLTESGNTKDDLK

LPTDDVLLGQIK

IGSLVDVQTSK
IGSLVDVQTSK
IGSLVDVQTSKD
IGSLVDVQTSKD
IGSLVDVQTSKDPEGLR
IGSLVDVQTSK
IGSLVDVQTSK

C12:+57.04
C12:+57.04

C12:+57.04
C12:457.04
C6:+57.04
C11:+57.04
C12:457.04
C11:+57.04
C12:+57.04
C12:457.04
C12:+57.04

C16:457.04 - M7:+15.99 - M10:+15.99
C16:+57.04 - M7:+15.99 - M10:+15.99

C16:+57.04 - M7:+15.99 - M10:+15.99
C16:+57.04 - M7:+15.99 - M10:+15.99
C23:+57.04 - M14:+15.99 - M17:+15.99
C23:+57.04 - M14:+15.99 - M17:+15.99

C23:+57.04 - M14:+15.99 - M17:+15.99

C23:+57.04 - M14:+15.99 - M17:+15.99
C16:+57.04 - M7:+15.99 - M10:+15.99

C16:+57.04 - M7:+15.99 - M10:+15.99

C16:+57.04 - M7:+15.99 - M10:+15.99
C1:+57.04 - C1:-17.02655

C1:457.04 - C1:-17.02655

5,9E-05
5,5E-05
0,0031
1,7E-06
1,6E-05
2,1E-07
0,0089
0,00067
1,9E-06
0,0014
7,4E-07
1,3E-07
8,6E-07
1,3E-06
1,2E-06
0,0028
0,00033
0,0077

0,0013
0,0021
2,9E-05
0,0071
0,001
0,0062
1,9E-05
0,00031
0,00013
0,00031
0,0011
0,0054
0,00092
0,0072
0,0021
6,1E-05
0,00035
0,00062
0,003
0,00092
0,0017
6,4E-05
0,00046
7,6E-06
2,4E-06
1,4E-05
0,00053
0,0054
0,0011
0,0057
0,0096
0,0013
0,0028
0,002
0,0055
0,0009
0,0036

0,0018
0,00012
6,9E-05
8,5E-05
8,6E-05
0,0023
0,005



QELEIVMGNEHISFTTSK
AAVGGAGNGAGEEAGGAEFYLR
AAVGGAGNGAGEEAGGAEFYLR

GKFGHEFLEFEFRPDGK

GKFGHEFLEFEFRPDGK

GKFGHEFLEFEFRPDGK

GKFGHEFLEFEFRPDGK

FGHEFLEFEFRPDGK
FGHEFLEFEFRPDGK

QELEIVMGNEHISFTTSK

QELEIVMGNEHISFTTSK

QELEIVMGNEHISFTTSK

QELEIVMGNEHISFTTSK
AAVGGAGNGAGEEAGGAEFYLR
AAVGGAGNGAGEEAGGAEFYLR
AAVGGAGNGAGEEAGGAEFYLR
AAVGGAGNGAGEEAGGAEFYLR
AAVGGAGNGAGEEAGGAEFYLR

CFVFSLINLHFK
CFVFSLINLHFK
CFVFSLINLHFK
CFVFSLINLHFK
CFVFSLINLHFK

QGQQLEQGQQPGQGQQTR
QGQQLEQGQQPGQGQQTR
QQPGQGQQIGQGQQLGQGR
QQPGQGQQIGQGQQLGQGR
QQPGQGQQIGQGQQLGQGR
ELQESSLEACR
VQQPATQLPIMCR
VQQPATQLPIMCR
VQQPATQLPIMCR
QQPGQGQQPEQGQQPGQGQQGYYPTFPQQPGQGK
LPWSTGLQMR
LPWSTGLQMR
LPWSTGLQMR

VVDALGVPIDGK
AILSTINPELQK
VVDALGVPIDGK
AAELTTLLESR
DNGMHALIIYDDLSK
VYGLNEIQAGEMVEFASGVK
MTNFYTNFQVDEIGR
VYGLNEIQAGEMVEFASGVK
MTNFYTNFQVDEIGR
VVDALGVPIDGK
AILSTINPELQK
VVDALGVPIDGK
AAELTTLLESR
DNGMHALIIYDDLSK
VYGLNEIQAGEMVEFASGVK
MTNFYTNFQVDEIGR
VYGLNEIQAGEMVEFASGVK
MTNFYTNFQVDEIGR

VVNALAKPIDGK
VVQVGDGIAR
HLKDTKPQFQEIISSSK
TAVATDTILNQK
VVNALAKPIDGKGEIIASESR
DTKPQFQEIISSSK
PAINVGISVSR

M7:+15.99

M7:+15.99

A1:+42.01057
A1:+42.01057
Al:+42.01057
A1:+42.01057
A1:+42.01057
C1:+57.04
C1:+57.04
C1:+57.04
C1:+57.04
C1:+57.04

C10:+57.04
C12:+57.04 - M11:+15.99
C12:+57.04 - M11:+15.99
C12:+57.04 - M11:+15.99

M12:+15.99
M1:+15.99
M12:+15.99
M1:+15.99

M12:+15.99
M1:+15.99
M12:+15.99
M1:+15.99

1,1E-05
1E-06
3,5E-05
1,6E-05
3E-05
0,007
0,00032
0,0075
0,00045
0,0045
4,9E-05
0,00049
0,0027
1,8E-07
9,9E-05
1,3E-07
2,5E-08
0,00053
0,0017
0,0076
0,00063
4,1E-05
0,0067

0,0051
3,7E-06
0,00029
2,4E-06
2,1E-05
0,00032
0,00039

0,0019
0,00062
0,00025

0,0055
0,00014

0,0015

0,00055
0,0017
5,1E-05
0,0088
0,0044
7,1E-06
0,00014
8,3E-08
6,2E-05
0,00055
0,0017
5,1E-05
0,0088
0,0044
7,1E-06
0,00014
8,3E-08
6,2E-05

0,00027
0,0026
0,0081

0,002
0,0048

0,00074

0,0095



HTLIIYDDLSK
LIESPAPSIISR
HTLIYDDLSK
EAYPGDVFYLHSR
EAYPGDVFYLHSR
EAYPGDVFYLHSR
IAQIPVSEAYLGR
NVGIVLMGDGLMIQEGSFVK
NVGIVLMGDGLMIQEGSFVK
NVGIVLMGDGLMIQEGSFVK
NVGIVLMGDGLMIQEGSFVK
NVGIVLMGDGLMIQEGSFVK
NVGIVLMGDGLMIQEGSFVK
NVGIVLMGDGLMIQEGSFVK
IIGLGEIMSGELVEFAEGTR
IIGLGEIMSGELVEFAEGTR
IIGLGEIMSGELVEFAEGTR
NVGIVLMGDGLMIQEGSFVK
SVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR
SVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR
SVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR
SVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR
IIGLGEIMSGELVEFAEGTR
IIGLGEIMSGELVEFAEGTR
IIGLGEIMSGELVEFAEGTR
IIGLGEIMSGELVEFAEGTR

HGVTLHLNIDK
HGVTLHLNIDK
SLNTQFAAASSTASR
SLNTQFAAASSTASR
VAEEIEAQLAK
MIGGGNYIEYR
LYGQSISAVTAGVK
HTNIATALLGH
ESEVDMSAFQYVK
HTNIATALLGH
MIDKHTNIATALLGHIK
HLMNAVNSLPELTER
MIDKHTNIATALLGHIK
MIDKHTNIATALLGHIK
HTNIATALLGHIK
HTNIATALLGHIK
HTNIATALLGHIK
HTNIATALLGHIK
HTNIATALLGHIK
GGPAEMVAAALDAR
ESEVDMSAFQYVK
GGPAEMVAAALDAR
SLDGYYECENDMLVNGTVDR
GGPAEMVAAALDAR
PVLCLFDR
PVLCLFDR

TVEALMEGKPNPEVDNYLLFDPR

GGPAEMVAAALDAR
GGPAEMVAAALDAR
EAIVFMIGGGNYIEYR
EAIVFMIGGGNYIEYR
EAIVFMIGGGNYIEYR
EAIVFMIGGGNYIEYR
ILVMDGPCISLLSPVLR
ILVMDGPCISLLSPVLR
EAIVFMIGGGNYIEYR
ILVMDGPCISLLSPVLR

M7:+15.99 - M12:+15.99
M7:+15.99 - M12:+15.99
M7:+15.99
M7:+15.99
M7:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99
M8:+15.99
M8:+15.99
M8:+15.99

M16:+15.99
M16:+15.99
M16:+15.99
M16:+15.99

M6:+15.99

M1:+15.99
M3:+15.99
M1:+15.99
M1:+15.99

M6:+15.99

M6:+15.99
C8:+57.04
M6:+15.99
C4:+57.04
C4:+57.04
M6:+15.99

M6:+15.99
M6:+15.99
M6:+15.99
M6:+15.99
C8:+57.04 - M4:+15.99
C8:+57.04 - M4:+15.99

C8:+57.04

1,1E-05
0,00052
1,9E-05
0,00095
6,5E-05
0,00024
0,0022
3,4E-06
1,1E-08
1,9E-07
9,4E-09
4E-09
0,0064
0,00032
7E-07
1,2E-05
0,00017
3,3E-06
0,0026
0,0017
0,0068
0,00086
3E-06
3E-07
0,001
0,00015

0,0024
0,0028
0,0021
5,1E-07
0,003
0,0086
0,0007
0,004
0,0012
0,0019
0,0057
0,0089
0,00061
6,9E-06
1E-05
0,0014
3,2E-07
0,00036
0,0012
0,0037
0,0077
0,00045
4,8E-06
0,00017
0,0047
0,00081
0,003
0,0006
0,001
3,1E-05
2,6E-07
4,3E-06
3,5E-06
0,0012
1,5E-05
4,8E-05
0,0012



ILVMDGPCISLLSPVLR
YDLDDSDPFWVANSWSPFPK
YDLDDSDPFWVANSWSPFPK
YDLDDSDPFWVANSWSPFPK

HVIYGATEILNGVEFIQQLAELGQK
HVIYGATEILNGVEFIQQLAELGQK
TGHAMLHTLYGQAMK
AYFSATSAHTCTGDGNAMVAR
AYFSATSAHTCTGDGNAMVAR

AYGIHLGTEMCK
AYGIHLGTEMCK
GFLTINSQPAVNAEK
GFLTINSQPAVNAEK
SESPSVGWGGPGGYVYQK
SESPSVGWGGPGGYVYQK
SESPSVGWGGPGGYVYQK
SDSPSVGWGGPGGYVYQK
TEEGVENLFER
AYVEFFCAK
IPAEITAALDPIKDNEEAVK
IPAEITAALDPIKDNEEAVK
AFPSLTYIAVNK
AFPSLTYIAVNK
QIGITCPIVPGIMPINNYK

MVAHGPNFCDITWGAGGSTADVTLDIANR
MVAHGPNFCDITWGAGGSTADVTLDIANR

ENIQPTVVDSASFMVWK
EGESISNIPANAVNAVTWGVFPGK
TALAILMNLGLIEESK
TALAILMNLGLIEESK
TALAILMNLGLIEESK
KVDAGADVIVTQLFYDTDIFLK

SSFAHHGVK
ALLHSSHMYHEAK
AIDDAEGMVK
AIDDAEGMVK
TCHAHPTVSEALK
TCHAHPTVSEALK
VVGVDTSGSGVK
VVGVDTSGSGVK
NIVATGSDVK
NIVATGSDVK
EGHVDYDTVPGVVYTHPEVASVGK
EGHVDYDTVPGVVYTHPEVASVGK
EGHVDYDTVPGVVYTHPEVASVGK
GALGGTCLNVGCIPSK
GALGGTCLNVGCIPSK
FSNLEVDLPAMMSQK
AEEDGVACVEFIAGK
AEEDGVACVEFIAGK
AEEDGVACVEFIAGK
VPYTAGIGLDAIGVETDKGGR
VPYTAGIGLDAIGVETDKGGR
SSAEESDVVVIGGGPGGYVAAIK
SSAEESDVVVIGGGPGGYVAAIK
VPYTAGIGLDAIGVETDK
VPYTAGIGLDAIGVETDK
LVSPSEVSVDLVDGGSTIVK
LVSPSEVSVDLVDGGSTIVK
LVVIGAGYIGLEMGSVWNR
LVVIGAGYIGLEMGSVWNR

C8:+57.04

M5:+15.99 - M14:+15.99
C11:+57.04 - M18:+15.99
C11:+57.04 - M18:+15.99

C11:+57.04 - M10:+15.99
C11:+57.04 - M10:+15.99

C7:457.04

C6:+57.04 - M13:+15.99
C9:+57.04 - M1:+15.99
C9:+57.04 - M1:+15.99

M7:+15.99
M7:+15.99

M8:+15.99
M8:+15.99
M8:+15.99
C2:+57.04
C2:+57.04

C7:+57.04 - C12:+57.04
C7:457.04 - C12:+57.04
M11:+15.99
C8:+57.04
C8:+57.04
C8:+57.04

S1:+42.0

S1:+42.0

M13:+15.99
M13:+15.99



SPVITNHLFR 0,00085

SPVITNHLFR 0,0049
SPVITNHLFR 0,0069
RPILYVGGGCAASGEELR C10:457.04 0,00047
RPILYVGGGCAASGEELR C10:+57.04 0,0017
AQQGLDFGPWHK 0,0033
PGPVLVDIPK 0,00091
IVHIDIDPAEIGK 7,5E-05
IVHIDIDPAEIGK 0,00051
AASPAATSVAPPATALRPWGPSEPR 0,0026
GEAIIATGVGQHQMWAAQYYTYK M14:+15.99 0,0077
GEAIIATGVGQHQMWAAQYYTYK M14:+15.99 0,0029
GEAIIATGVGQHQMWAAQYYTYK 0,00063
GEAIIATGVGQHQMWAAQYYTYK 0,001
MIGTDAFQETPIVEVTR M1:+15.99 0,0035
MIGTDAFQETPIVEVTR M1:+15.99 1,8E-06
MIGTDAFQETPIVEVTR M1:+15.99 0,00015
HNYLVLDVEDIPR 1E-04
HNYLVLDVEDIPR 5,1E-05
VIQEAFFLASSGR 0,00097
PGPVLVDIPK 0,00027
VIQEAFFLASSGR 6,6E-06
GEAIIATGVGQHQMWAAQYYTYK 0,0026
VIQEAFFLASSGR 7,3E-05
a2t AphatbdinsA . asnys0m2
PPSVVPGGDLAK 0,0084
PPSVVPGGDLAK 0,0074
INYQPPGVVPGGDLAK 0,00011
INYQPPGVVPGGDLAK 0,00027
CGINYQPPGVVPGGDLAK C1:457.04 2,1E-05
CGINYQPPGVVPGGDLAK C1:+57.04 6,3E-06
GINYQPPGVVPGGDLAK 0,003
CGINYQPPSVVPGGDLAK C1:457.04 0,0035
CGINYQPPSVVPGGDLAK C1:+57.04 0,00015
INYQPPSVVPGGDLAK 0,0034
GINYQPPGVVPGGDLAK 0,0066
CGINYQPPSVVPGGDLAK C1:+57.04 0,0053
CGINYQPPSVVPGGDLAK C1:+57.04 0,0016
CGINYQPPSVVPGGDLAK C1:457.04 9,2E-07
CGINYQPPSVVPGGDLAK C1:+57.04 8,7E-06
CGINYQPPGVVPGGDLAK C1:+57.04 0,0024
CGINYQPPGVVPGGDLAK C1:457.04 0,0043
CGINYQPPGVVPGGDLAK C1:+57.04 1E-04
CGINYQPPGVVPGGDLAK C1:+57.04 0,00013
CGINYQPPGVVPGGDLAK C1:457.04 0,00027
CGINYQPPSVVPGGDLAK C1:+57.04 - C1:-17.02655 0,0024
NSVLSTHSLLEHTDVSILLDNEAIYDICR C28:+57.04 2,3E-05
NSVLSTHSLLEHTDVSILLDNEAIYDICR C28:457.04 4,8E-06
NSVLSTHSLLEHTDVAVLLDNEAIYDICR C28:+57.04 0,00015
NSVLSTHSLLEHTDVSILLDNEAIYDICR C28:+57.04 2,4E-05
NSVLSTHSLLEHTDVAVLLDNEAIYDICR C28:457.04 0,0021
SLLEHTDVSILLDNEAIYDICR C21:+57.04 0,00048
SVLSTHSLLEHTDVAVLLDNEAIYDICR C27:457.04 0,00031
SLLEHTDVAVLLDNEAIYDICR C21:457.04 1,4E-09
SLLEHTDVAVLLDNEAIYDICR C21:+57.04 3,8E-05
NSVLSTHSLLEHTDVAVLLDNEAIYDICR C28:+57.04 1,1E-05
SLLEHTDVSILLDNEAIYDICR C21:457.04 0,0083
QAVADHANNLASK 0,007
QAVADHANNLASK 0,0028
QAVADHANNLASK Q1:-17.02655 4,1E-05
QAVADHANNLASK Q1:-17.02655 0,0083
QAVADHANNLASK Q1:-17.02655 0,00099

QAVADHANNLASK 0,00091



ALAENEGDGIAK
ALAENEGDGIAK
ALAENEGDGIAK
VNSGVSHSVNEPVA
VNSGVSHSVNEPVAA
VNSGVSHSVNEPVAA
QAVADHANNLASK
ALAENEGDGIAK
ALAENEGDGIAK
ALAENEGDGIAK
TVFTSDHALK
KIDYHTGVFASK
KIDYHTGVFASK
KIDYHTGVFASK
GAALHAVEEGLK
GAALHAVEEGLK
AGVGGHGAALHAVEEGLK
TAIEGDVVGGTCVNR
TAIEGDVVGGTCVNR
TAIIEEGDVVGGTCVNR
TAIEGDVVGGTCVNRG
TAIEGDVVGGTCVNR
TAIIEEGDVVGGTCVNR
GLGLENINVVTQR
TAIEGDVVGGTCVNR
TAIIEEGDVVGGTCVNR
DHILNHLSIPAACFTHPEISMVGLTEPQAR
TAIEGDVVGGTCVNR
KPVLIELIDAK
KPVLIELIDAK
DHILNHLSIPAACFTHPEISMVGLTEPQAR
NHIATGSVPFVPK
NHIATGSVPFVPK
APFTNGLGLENINVVTQR
APFTNGLGLENINVVTQR
DGKPVLIELIDAK
DHILNHLSIPAACFTHPEISMVGLTEPQAR
DGKPVLIELIDAK
DHILNHLSIPAACFTHPEISMVGLTEPQAR
MQVTDADGNVVPNLFCIGDANGK
MQVTDADGNVVPNLFCIGDANGK
PVLIELIDAK
PVLIELIDAK
DGKPVLIELIDAK
MQVTDADGNVVPNLFCIGDANGK
MQVTDADGNVVPNLFCIGDANGK
MQVTDADGNVVPNLFCIGDANGK
MQVTDADGNVVPNLFCIGDANGK
DGKPVLIELIDAK
NHIATGSVPFVPK
NIIATGSVPFVPK
GFDYDLVIIGAGVGGHGAALHAVEEGLK
DGKPVLIELIDAK
GGFDYDLVIIGAGVGGHGAALHAVEEGLK
IGAGVGGHGAALHAVEEGLK
GGFDYDLVIIGAGVGGHGAALHAVEEGLK
IGAGVGGHGAALHAVEEGLK
ETLEVDAALIATGR
ETLEVDAALIATGR
ETLEVDAALIATGR
GAGVGGHGAALHAVEEGLK
GAGVGGHGAALHAVEEGLK
NHIATGSVPFVPK
NHIATGSVPFVPK

C13:+57.04
C13:+57.04
C13:+57.04
C13:+57.04
C13:+57.04
C13:+57.04

C13:+57.04
C13:+57.04
C13:+57.04 - M21:+15.99
C13:+57.04

C13:+57.04 - M21:+15.99

C13:+57.04

C13:+57.04
C16:+57.04 - M1:+15.99
C16:+57.04 - M1:+15.99

C16:+57.04 - M1:+15.99
C16:+57.04
C16:+57.04
C16:+57.04

0,0028
0,00032
0,00023

0,0073

0,0039

0,0014

0,0037

0,0029
0,00075

0,0029

0,0097
6,5E-06

0,0033
0,00015
0,00031

0,0036

0,004
0,00082
1,1E-06
4,2E-07

0,0025
0,00014
7,6E-06

0,0013

0,0046
0,00011

0,0033

0,0093

0,0016

0,0037
9,6E-05
5,8E-06
3,7E-05
0,00031
0,00018

4E-06

0,00067
1,8E-06
0,00012
0,00096
1,8E-05

0,0048

0,0021
9,9E-06
2,6E-07

0,0059
0,00018
1,2E-05
4,9E-06
5,9E-06
0,00013

4E-07

0,00022
0,00075

0,0011

0,0017

0,0004
0,00051
4,1E-05

0,0058

1E-05

0,002

0,00018
0,00028



DGKPVLIELIDAK
LAVHAHPTLSEVLDELFK
LAVHAHPTLSEVLDELFK
LAVHAHPTLSEVLDELFK
LAVHAHPTLSEVLDELFK
LAVHAHPTLSEVLDELFK
LAVHAHPTLSEVLDELFK
LAVHAHPTLSEVLDELFK
LAVHAHPTLSEVLDELFK

ETLEVDAALIATGR
ETLEVDAALIATGR

NIIATGSVPFVPK

NIIATGSVPFVPK
LAVHAHPTLSEVLDELFK

NIIATGSVPFVPK

NIIATGSVPFVPK

ETLEVDAALIATGR
ETLEVDAALIATGR
ETLEVDAALIATGR
ETLEVDAALIATGR
NIIATGSVPFVPK
TAIEEGDVVGGTCVNR

GRDHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR

GRDHTVSATHGDMDQNTR

GRDHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR

VHACVGGTSVR
VHACVGGTSVR
DHTVSATHGDMDQNTR
VHACVGGTSVR
DHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR
DHTVSATHGDMDQNTR
VHACVGGTSVR
MAPEGSQFDAK
VHACVGGTSVR
AGMAPEGSQFDAK
AGMAPEGSQFDAK
ILASGVHVVVGTPGR
ILASGVHVVVGTPGR
ASGVHVVVGTPGR
ASGVHVVVGTPGR
AGMAPEGSQFDAK
SATMPPEALEITR
SATMPPEALEITR
AGMAPEGSQFDAK
AGMAPEGSQFDAK
AGMAPEGSQFDAK
GIYAYGFEKPSAIQQR
GIYAYGFEKPSAIQQR
KGVAINFVTR
KGVAINFVTR
GFEKPSAIQQR
GFEKPSAIQQR
ILASGVHVVVGTPGR
ILASGVHVVVGTPGR
GIYAYGFEKPSAIQQR

C13:+57.04

M13:+15.99
M11:+15.99
M11:+15.99
M11:+15.99
M11:+15.99

C4:+57.04
C4:+57.04
M11:+15.99
C4:+57.04
M11:+15.99
M11:+15.99
M11:+15.99
M11:+15.99
C4:+57.04
M1:+15.99
C4:+57.04
M3:+15.99 - A1:+42.01057
M3:+15.99 - A1:+42.01057

M3:+15.99 - A1:+42.01057
M4:+15.99
M4:+15.99

M3:+15.99 - A1:+42.01057

M3:+15.99 - A1:+42.01057

A1:+42.01057

0,0013
0,00031
0,0017
0,00099
0,0006
9,2E-07
4,5E-08
0,0004
0,00089
0,00084
0,0029
0,00034
0,00028
0,0065
0,00044
6,3E-06
0,0012
0,0052
0,0063
0,00031
0,002
0,0078

0,0054
6E-07
0,0025
1,2E-05
0,0028
0,0088
0,0034
6,4E-09
1,5E-07
3,3E-05
5,8E-06
3,5E-06
0,00025
0,0017
0,0008
0,0069
0,0034
1,1E-05
0,00001
3,4E-05
0,0012
0,0057
9,3E-05
1,7E-05
0,0041
0,00026
0,0023
0,0089
0,00047
0,00011
0,0042
6,8E-05
0,00011
1,7E-05
0,0015
0,0022
0,0028
0,0041
5,7E-06
3,3E-05
0,00037



GFEKPSAIQQR 0,0063
QFYVNVEKEEWK 0,0017
GIYAYGFEK 0,0072
QFYVNVEKEEWK 0,00014
QFYVNVEKEEWK 7,2E-05
GIYAYGFEK 0,0045
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 0,0057
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 8,7E-07
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 9,7E-06
ILASGVHVVVGTPGR 0,00052
AGMAPEGSQFDAK M3:+15.99 - A1:+42.01057 7,4E-06
QFYVNVEKEEWK 0,00043
GIYAYGFEKPSAIQQR 0,00079
QFYVNVEKEEWK 0,0025
QFYVNVEKEEWK 0,00013
GLDVIQQAQSGTGK 0,00074
ILASGVHVVVGTPGR 6,8E-05
GIYAYGFEKPSAIQQR 0,0045
MFVLDEADEMLSR M10:+15.99 3,4E-05
MFVLDEADEMLSR M10:+15.99 2E-05
MFVLDEADEMLSRG M1:+15.99 0,0086
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 0,00041
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 2,2E-05
VLITTDLLAR 0,0026
ILASGVHVVVGTPGR 2,2E-05
ILASGVHVVVGTPGR 6E-07
KIQVGVFSATMPPEALEITR M11:+15.99 5,2E-05
GLDVIQQAQSGTGK 0,0021
GLDVIQQAQSGTGK 1E-04
MFVLDEADEMLSR M10:+15.99 1,4E-05
MFVLDEADEMLSR M10:+15.99 2,4E-05
MFVLDEADEMLSR M10:+15.99 2,4E-05
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 0,00022
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 9,1E-05
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 7E-05
VLITTDLLAR 0,0037
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 1,2E-05
IQVGVFSATMPPEALEITR M10:+15.99 0,00026
IQVGVFSATMPPEALEITR M10:+15.99 0,00039
ILASGVHVVVGTPGR 0,0013
ILASGVHVVVGTPGR 0,00061
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR 0,0042
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 2,6E-05
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR 6,2E-05
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 4,3E-05
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 1,3E-05
VLITTDLLAR 0,0093
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 - M10:+15.99 1,8E-06
MFVLDEADEMLSR M1:+15.99 0,0005
INYDLPTQPENYLHR 0,0053
IQVGVFSATMPPEALEITR 2,8E-05
MFVLDEADEMLSR M10:+15.99 8,1E-06
IQVGVFSATMPPEALEITR M10:+15.99 0,00026
IQVGVFSATMPPEALEITR M10:+15.99 1E-04
VINYDLPTQPENYLHR 0,0025
IQVGVFSATMPPEALEITR M10:+15.99 5,1E-07
IQVGVFSATMPPEALEITR 5,7E-05
MFVLDEADEMLSR 1,8E-05
MFVLDEADEMLSR 0,00079
MFVLDEADEMLSR 4,1E-06
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR 5,5E-05
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR 0,0016
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR 0,0088

IQVGVFSATMPPEALEITR M10:+15.99 2,3E-05



IQVGVFSATMPPEALEITR
IQVGVFSATMPPEALEITR
GFKDQIYDIFQLLPGK
GFKDQIYDIFQLLPGK
IQVGVFSATMPPEALEITR
GFKDQIYDIFQLLPGK
DQIYDIFQLLPGK
GFKDQIYDIFQLLPGK
DQIYDIFQLLPGK
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR
MFVLDEADEMLSR
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR
VLITTDLLAR
DQIYDIFQLLPGK
IQVGVFSATMPPEALEITR
TATFCSGILQQLDYGLVECQALVLAPTR
DQIYDIFQLLPGK
FYNVVIEELPANVADLL
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR
IQVGVFSATMPPEALEITR
MFVLDEADEMLSR
IQVGVFSATMPPEALEITR
MFVLDEADEMLSR
GFKDQIYDIFQLLPGK
VLITTDLLAR
VLITTDLLAR
GFKDQIYDIFQLLPGK
FYNVVIEELPANVADLL
DQIYDIFQLLPGK
IQVGVFSATMPPEALEITR
IQVGVFSATMPPEALEITR
MFVLDEADEMLSR
GLDVIQQAQSGTGK
FYNVVIEELPANVADLL
VLITTDLLAR
IQVGVFSATMPPEALEITR
VLITTDLLAR
IQVGVFSATMPPEALEITR
IQVGVFSATMPPEALEITR
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR
GIDVQQVSLVINYDLPTQPENYLHR
LDTLCDLYETLAITQSVIFVNTR

VPIGVGENTK
VPIGVGENTK
NAMMMGADSYETEDEISR
NAMMMGADSYETEDEISR
HVDDNADITLSCAPVGESR
HVDDNADITLSCAPVGESR
HVDDNADITLSCAPVGESR
HVDDNADITLSCAPVGESR
HVDDNADITLSCAPVGESR
HVDDNADITLSCAPVGESR
HVDDNADITLSCAPVGESR
IKEAIISHGCFLR
IFVMTQFNSASLNR
LIDIPMSNCFNSGINK
LIDIPMSNCFNSGINK
LIDIPMSNCFNSGINK
SFFDANMALCEQPPK
SFFDANMALCEQPPK
YAELHDFGSEILPR
GPAATGAQCVLTSDASPADTLVLR
GPAATGAQCVLTSDASPADTLVLR

M10:+15.99
M10:+15.99

M10:+15.99

M1:+15.99 - M10:+15.99

M10:+15.99
C5:+57.04 - C19:+57.04

M10:+15.99

M1:+15.99

M10:+15.99
M1:+15.99 - M10:+15.99

M10:+15.99
M10:+15.99
M1:+15.99 - M10:+15.99

M10:+15.99

M10:+15.99
M10:+15.99

C5:+57.04

M3:+15.99 - M4:+15.99 - M5:+15.99
M3:+15.99 - M4:+15.99 - M5:+15.99

C12:+57.04
C12:+57.04
C12:+57.04
C12:+57.04
C12:+57.04
C12:+57.04
C12:+57.04
C10:+57.04
M4:+15.99
C9:+57.04 - M6:+15.99
C9:+57.04 - M6:+15.99
C9:+57.04 - M6:+15.99
C10:+57.04 - M7:+15.99
C10:+57.04 - M7:+15.99

C9:+57.04
C9:+57.04

0,00024
1,1E-05
0,0022
0,0022
0,00013
0,0016
0,0041
0,0079
0,00024
0,0004
7,8E-05
0,001
0,0056
0,0042
0,0016
0,00012
0,00012
0,0034
0,0005
0,00049
0,0017
0,001
0,0022
0,00015
0,0055
0,0068
0,0021
0,0014
0,00019
0,0014
0,0025
5,3E-05
0,0065
0,00024
0,0097
0,001
0,0039
0,00073
0,00019
0,00064
0,0034
0,0071

0,0014
0,0023
3,5E-08
4,1E-07
0,00063
0,00051
9,4E-07
0,00044
6,6E-10
2,7E-12
2,9E-05
0,0016
0,005
0,00029
0,00059
0,00081
0,00077
2,2E-05
0,0018
5,3E-08
8,4E-06



YPYIASMGVYVFK
GPAATGAQCVLTSDASPADTLVLR
YPYIASMGVYVFK
GPAATGAQCVLTSDASPADTLVLR
VDTSFLNFAIDDPAK
VDTSFLNFAIDDPAK
ALHDHNVQAYVFTDYWEDIGTIR
ALHDHNVQAYVFTDYWEDIGTIR
VDTSFLNFAIDDPAK
NYADPNEVAAVILGGGTGTQLFPLTSTR

QVGVGGYGYPAMVALNVK
GNLPLEGAPTVVESEPWDGK
GNLPLEGAPTVVESEPWDGK

LYSAGSPVLQLNPNNFK
LYSAGSPVLQLNPNNFK
DVEPIVNFALSQVK
SPYSFVWAGAGK
SPYSFVWAGAGK
QVGVGGYGYPAMVALNVK
QVGVGGYGYPAMVALNVK
YLELLLSVAEK
YLELLLSVAEK
GNLPLEGAPTVVESEPWDGKDGEVIEEDEFSLE
VEGFPTILVFGADKESPFPYQGAR

PGSITPHTK
PGSITPHTK
PGSITPHTK
HYAHVDCPGH
HYAHVDCPGHAD
HYAHVDCPGHAD
IGTIGHVDHGK
HYAHVDCPGHADYVK
HYAHVDCPGHADYVK
HYAHVDCPGHADYVK
HYAHVDCPGHADYVK
HYAHVDCPGHADYVK
PGSITPHTK
PGSITPHTK
KPHVNIGTIGHVDHGK
GMVLAKPGSITPHTK
GMVLAKPGSITPHTK
KYDEIDAAPEER
GMVLAKPGSITPHTK
GMVLAKPGSITPHTK
TATVEYETETR
KYDEIDAAPEER
HYAHVDCPGHADYVK
HYAHVDCPGHADYVK
VNIGTIGHVDHGK
HYAHVDCPGHADYVK
HYAHVDCPGHADYVK
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
GMVLAKPGSITPH
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
GMVLAKPGSITPHTK
GMVLAKPGSITPHTK
KYDEIDAAPEER
TTDVTGNVTNIMNDK
TTDVTGNVTNIMNDK
TTDVTGNVTNIMNDKD
KYDEIDAAPEER
TTDVTGNVTNIMNDKD

M7:+15.99
C9:+57.04
M7:+15.99
C9:+57.04

M12:+15.99

C7:457.04
C7:457.04
C7:+57.04

C7:+57.04
C7:+57.04
C7:+57.04
C7:+57.04
C7:+57.04

M2:+15.99
M2:+15.99

M2:+15.99
M2:+15.99

C7:+57.04
C7:+57.04

C7:457.04
C7:+57.04
M12:+15.99
M2:+15.99
M12:+15.99

M12:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99

M12:+15.99

0,0058
2E-07
0,00017
1,2E-05
0,00022
1,3E-05
1,1E-05
4,36-05
0,00087
0,00011

0,00015
4,3E-06
0,00036
0,0017
0,0017
0,00098
0,0096
0,0012
5,4E-05
1,5E-05
0,0026
0,0074
0,00084
0,0063

0,0036
0,00084
0,0023
0,00021
0,00022
0,00012
0,00095
0,0039
3,6E-05
0,00038
1,1E-05
1,6E-05
0,0083
0,0072
0,0036
0,0056
0,00069
0,0045
0,00058
0,0015
0,0022
0,0049
0,0021
0,001
0,004
0,0012
0,00034
0,00085
0,00098
0,0043
4,6E-05
3,6E-05
6,1E-05
2,5E-06
2,6E-05
8,2E-05
0,0066
0,00082



KYDEIDAAPEER
TTDVTGNVTNIMNDKDE
TTDVTGNVTNIMNDKDEE
HYAHVDCPGHADYVK
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
TTDVTGNVTNIMND
TTDVTGNVTNIMND
NATVTGVEMFQK
NATVTGVEMFQK
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
KYDEIDAAPEER
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
KYDEIDAAPEER
GAILVVSGADGPMPQTK
AILVVSGADGPMPQTK
GAILVVSGADGPMPQTK
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
TTDVTGNVTNIMNDK
TTDVTGNVTNIMNDK
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
NATVTGVEMFQK
NATVTGVEMFQK
TTDVTGNVTNIMNDKDEEAK
NATVTGVEMFQK
ALEALMATPGIK
NATVTGVEMFQK
MVVELIQPVACEQGMR
MVVELIQPVACEQGMR
NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK
NATVTGVEMFQK
NATVTGVEMFQK
NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK
GITINTATVEYETETR
VGDPVDLVGIR
ALEALMATPGIK
VGDPVDLVGIR
TKFEAVVYVLK
TKFEAVVYVLK
GITINTATVEYETETR
GITINTATVEYETETR
GITINTATVEYETETR
NATVTGVEMFQK
GITINTATVEYETETR
ALEALMATPGIK
ALEALMATPGIK
ALEALMATPGIK
NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK
NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK
FEAVVYVLK
NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK
AIAGDNVGLLLR
ALEALMATPGIK
AIAGDNVGLLLR
ALEALMATPGIK
MVVELIQPVACEQGMR
ALEALMATPGIK
MVVELIQPVACEQGMR
TMDDAIAGDNVGLLLR
TMDDAIAGDNVGLLLR
VGDPVDLVGIR
VGDPVDLVGIR
MVVELIQPVACEQGMR

M12:+15.99
M12:+15.99
C7:457.04
M12:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99
M12:+15.99
M9:+15.99
M9:+15.99

M13:+15.99
M12:+15.99
M13:+15.99
M12:+15.99

M12:+15.99
M9:+15.99
M9:+15.99

M12:+15.99

M6:+15.99
M9:+15.99

C11:+57.04 - M1:+15.99 - M15:+15.99
C11:+57.04 - M1:+15.99 - M15:+15.99
M2:+15.99 - M9:+15.99 - M23:+15.99

M2:+15.99 - M9:+15.99 - M23:+15.99

M6:+15.99

M2:+15.99 - M9:+15.99

M2:+15.99 - M9:+15.99 - M23:+15.99

M2:+15.99 - M23:+15.99

M6:+15.99

M6:+15.99
C11:+57.04
M6:+15.99
C11:+57.04
M2:+15.99
M2:+15.99

C11:457.04

0,00046
0,002
0,00038
0,0086
0,0088
0,0047
5,1E-06
0,00012
0,0053
0,00011
0,00061
5,6E-06
0,0024
1,5E-05
0,0062
1,3E-05
0,0015
1,8E-06
0,0028
4,5E-07
0,00013
0,00061
0,0025
0,0032
0,0026
0,00058
0,0035
0,00032
0,0014
0,0026
0,003
0,0027
0,0011
0,00013
0,0026
0,0065
0,00033
0,0041
0,0061
0,0016
0,0073
1,3E-06
7,2E-06
0,00094
8,8E-07
0,0047
0,0024
0,0014
0,00046
0,0011
0,0061
0,0096
0,0086
4,8E-05
0,0031
0,00048
0,0012
9,6E-05
0,0054
4,2E-05
7,3E-05
0,0014
0,0062
0,0042



MVVELIQPVACEQGMR C11:457.04 0,0011

FEAVVYVLK 0,0022
GITINTATVEYETETR 1,4E-05
FEAVVYVLK 0,0013
GITINTATVEYETETR 0,00058
FEAVVYVLK 0,001
TMDDAIAGDNVGLLLR M2:+15.99 6,7E-07
TMDDAIAGDNVGLLLR 1,5E-05
TMDDAIAGDNVGLLLR 0,00013
ALEALMATPGIK M6:+15.99 0,00085
ALEALMATPGIK M6:+15.99 0,0019
TMDDAIAGDNVGLLLR M2:+15.99 1,8E-05
TMDDAIAGDNVGLLLR M2:+15.99 4,1E-07
VGDPVDLVGIR 0,0026
VGDPVDLVGIR 0,0047
VGDPVDLVGIR 0,00071
TMDDAIAGDNVGLLLR M2:+15.99 4,5E-06
VGDPVDLVGIR 0,0014
NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK M23:+15.99 0,0028
NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK 0,0073
NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK M2:+15.99 - M9:+15.99 - M23:+15.99 0,0045
GITINTATVEYETETR 1E-05
GITINTATVEYETETR 7,7E-05
FEAVVYVLK 0,0022
FEAVVYVLK 0,0063
TMDDAIAGDNVGLLLR M2:+15.99 1,2E-05
VGDPVDLVGIR 0,0019
TMDDAIAGDNVGLLLR M2:+15.99 0,00015
VGDPVDLVGIR 0,0016
ALEALMATPGIK M6:+15.99 0,0025
KDQVDDEELLELVDLEVR 0,0029
KDQVDDEELLELVDLEVR 0,0026
QVGVPSIVVFLNK 0,0024
DQVDDEELLELVDLEVR 0,00043
KDQVDDEELLELVDLEVR 8,7E-05
DQVDDEELLELVDLEVR 0,0021
FEAVVYVLK 0,0022
DQVDDEELLELVDLEVR 0,00031
DQVDDEELLELVDLEVR 0,0024
DQVDDEELLELVDLEVR 0,0058
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 2,8E-07
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 4,1E-07
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 0,00017
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 2E-06
QVGVPSIVVFLNK Q1:-17.02655 0,0037
QVGVPSIVVFLNK Q1:-17.02655 0,00071
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 1E-05
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 2,2E-05
ALEALMATPGIK M6:+15.99 0,002
DQVDDEELLELVDLEVR 0,00037
DQVDDEELLELVDLEVR 0,00031
DQVDDEELLELVDLEVR 4E-05
KDQVDDEELLELVDLEVR 0,0022
TTLTAALTMVLASVGGSAPK 3,1E-05
TTLTAALTMVLASVGGSAPK 8,7E-05
TTLTAALTMVLASVGGSAPK 2,6E-07
TTLTAALTMVLASVGGSAPK 8,9E-05
TTLTAALTMVLASVGGSAPK 4,2E-06
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 4,2E-06
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 1,6E-06
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 5,8E-06
TTLTAALTMVLASVGGSAPK M9:+15.99 3,7E-05
DQVDDEELLELVDLEVR 0,00026

DQVDDEELLELVDLEVR 0,0004



TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
LPFLLAVEDVFSITGR
LPFLLAVEDVFSITGR
TMDDAIAGDNVGLLLR
DQVDDEELLELVDLEVR
TMDDAIAGDNVGLLLR
TMDDAIAGDNVGLLLR
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
DQVDDEELLELVDLEVR
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
VGDPVDLVGIR
LPFLLAVEDVFSITGR
VGDPVDLVGIR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
TDLPFLLAVEDVFSITGR
DQVDDEELLELVDLEVR
TDLPFLLAVEDVFSITGR
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
DQVDDEELLELVDLEVR
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TMDDAIAGDNVGLLLR
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TTLTAALTMVLASVGG
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
TMDDAIAGDNVGLLLR
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
TTLTAALTMVLASVGGSAPK
QTDLPFLLAVEDVFSITGR
QTDLPFLLAVEDVFSITGR

GEYDESGPAIVHR
GEYDESGPAIVHR
DEYDESGPAIVHR
DEYDESGPAIVHR
GEYDESGPAIVH
GEYDESGPAIVH
GYSFTTTAER
IWHHTFYNELR

SQMLQQSSCHVMQQQ
SQMLQQSSCHVMQQQC
SQMLQQSSCHVMQQQC
SQMLQQSSCHVMQQQ
SQMLQQSSCHVMQQQ
SQMLQQSSCHVMQQQ
PVAMPQSLAR
SPVAMPQSLAR

M9:+15.99
M9:+15.99
M9:+15.99

M2:+15.99

M2:+15.99
M2:+15.99

M9:+15.99

M9:+15.99

M9:+15.99
M2:+15.99
M9:+15.99

Q1:-17.02655

Q1:-17.02655

Q1:-17.02655
M2:+15.99

C9:+57.04 - M3:+15.99 - M12:+15.99
C9:+57.04 - C16:+57.04 - M3:+15.99 - M12:+15.99
C9:+57.04 - C16:+57.04 - M3:+15.99 - M12:+15.99

C9:+57.04 - M12:+15.99

C9:+57.04 - M12:+15.99

C9:+57.04 - M12:+15.99
M4:+15.99
M5:+15.99

1,4E-06
3,1E-06
0,00022
0,00016
2,4E-05
0,00012
4,2E-05
5,6E-05
8,8E-05
0,00018
3,5E-06
1,9€-07
1,1E-05
1,9E-06
0,00015
0,0066
0,008
3,1E-05
0,0065
7,8E-05
5,3E-06
2,5E-06
0,00024
0,0013
0,00018
2,5E-05
6,1E-07
1,4E-06
8,7E-07
0,0002
0,00038
4,2E-06
9,9E-05
0,00021
0,0032
9,6E-06
1,6E-08
1,8E-06
2,7E-05
0,0063
1,8E-06
1,5E-05
0,0024
2,3E-05
4,7E-07
0,0095

5,1E-06
1,7E-06
1E-04
0,0021
0,00028
1,6E-06
0,0091
0,0056

0,007
0,00052
0,0021
0,0063
0,0073
0,0038
0,0042
0,0067



GSIQTQQQQPQQLGQ
GSIQTQQQQPQQLGQ
CSPVAMPQSLAR
PSQQQPLPPQQTLSH
SIVLQEQQQVR
CSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQ
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VHPSILQQLNPCK
VHPSILQQLNPCK
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
QIAQLEVMTSIALR
QIAQLEVMTSIALR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
QIAQLEVMTSIALR
QIAQLEVMTSIALR
QIAQLEVMTSIALR
QIAQLEVMTSIALR
VFLQQQCSPVAMPQSLAR
GTFLQPHQIAQLEVMTSIALR
AIIYSIVLQEQQQVR
QIAQLEVMTSIALR
QIAQLEVMTSIALR
AIIYSIVLQEQQQVR
QIAQLEVMTSIALR

KVVISAPSK
YDTVHGHWK
YDTVHGHWK

VPTVDVSVVDLTVR
VPTVDVSVVDLTVR
LVSWYDNEWGYSNR
LVSWYDNEWGYSNR

DAPMFVVGVNEDKYTSDVNIVSNASCTTNCLAPLAK

TLLFGEKPVTVFGVR

DAPMFVVGVNEDKYTSDVNIVSNASCTTNCLAPLAK

TLLFGEKPVTVFGVR
VPTVDVSVVDLTVR
VPTVDVSVVDLTVR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
LVSWYDNEWGYSNR
TLLFGEKPVTVFGVR
TLLFGEKPVTVFGVR
LVSWYDNEWGYSNR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
LVSWYDNEWGYSNR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
VPTVDVSVVDLTVR
IINDNFGIIEEGLMTTVH

NPEEIPWGEAGADYVVESTGVFTDKDK

IINDNFGIIEGLMTTVH
VPTVDVSVVDLTVR
VPTVDVSVVDLTVR

C1:+57.04 - M6:+15.99

C1:+57.04
C7:+57.04 - M12:+15.99
C7:+57.04 - M12:+15.99
C7:457.04 - M12:+15.99
C7:457.04 - M12:+15.99

C12:+57.04

C12:+57.04
C7:457.04 - M12:+15.99

C7:+57.04

C7:+57.04

C7:+57.04

M8:+15.99

M8:+15.99

C7:+57.04
C7:+57.04 - M12:+15.99

C7:+57.04
C7:457.04 - M12:+15.99

M8:+15.99

M8:+15.99

M8:+15.99

M8:+15.99

C7:+57.04

M15:+15.99

M8:+15.99

C26:+57.04 - C30:+57.04 - M4:+15.99

C26:+57.04 - C30:+57.04 - M4:+15.99

M3:+15.99
M3:+15.99
M3:+15.99
M3:+15.99

M3:+15.99

M3:+15.99

M13:+15.99

M13:+15.99

0,007
0,002
0,0075
0,0028
0,0041
0,0049
0,0027
0,0017
0,00031
3,3E-05
0,0027
0,0015
0,00096
0,00036
4,4E-05
0,00023
7,2E-07
4,1E-06
0,0017
0,0028
0,0094
0,0009
7,4E-06
4,1E-06
0,00022
0,0084
0,00015
0,0082
0,0006
2,3E-05
4,1E-07
0,0096
0,0012

0,0099
0,0061
0,0019
0,00011
0,0021
7,1E-06
2,8E-05
0,00013
0,00069
0,0087
0,0032
7,9E-06
4,1E-07
1,2E-07
0,0002
0,00067
6,4E-05
2,7E-06
0,00015
0,0003
0,00027
8,8E-08
0,00042
0,00019
8,9E-06
8,9E-06
0,0053
0,00017
0,001
0,00035



TLLFGEKPVTVFGVR
VPTVDVSVVDLTVR
TLLFGEKPVTVF
VPTVDVSVVDLTVR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
VALQSDDVELVAVNDPFITTEYMTYMFK
VALQSDDVELVAVNDPFITTEYMTYMFK

KVVISAPSK
YDTVHGHWK
YDTVHGHWK

VPTVDVSVVDLTVR
VPTVDVSVVDLTVR
LVSWYDNEWGYSNR
LVSWYDNEWGYSNR

DAPMFVVGVNEDKYTSDVNIVSNASCTTNCLAPLAK

TLLFGEKPVTVFGVR

DAPMFVVGVNEDKYTSDVNIVSNASCTTNCLAPLAK

TLLFGEKPVTVFGVR
VPTVDVSVVDLTVR
VPTVDVSVVDLTVR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
LVSWYDNEWGYSNR
TLLFGEKPVTVFGVR
TLLFGEKPVTVFGVR
LVSWYDNEWGYSNR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
LVSWYDNEWGYSNR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
VPTVDVSVVDLTVR
IINDNFGIIEEGLMTTVH
NPEEIPWGEAGADYVVESTGVFTDKDK
IINDNFGIIEEGLMTTVH
VPTVDVSVVDLTVR
VPTVDVSVVDLTVR
TLLFGEKPVTVFGVR
VPTVDVSVVDLTVR
TLLFGEKPVTVF
VPTVDVSVVDLTVR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
GIMGYVEEDLVSTDFVGDSR
VALQSDDVELVAVNDPFITTEYMTYMFK
VALQSDDVELVAVNDPFITTEYMTYMFK

VAETLMFDYHR
ELINPEVTVTMTENTPDDPR
SFCYVADMVNGLMK
ELINPEVTVTMTENTPDD
ELINPEVTVTMTENTPDD
ILLTSTSEVYGD
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
ILVTGGAGFIGSHLVDK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
ILVTGGAGFIGSHLVDK
ELINPEVTVTMTENTPDD
ELINPEVTVTMTENTPDDPR
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK
LMENEKNEVIVADNFFTGSK

M23:+15.99 - M26:+15.99

C26:+57.04 - C30:+57.04 - M4:+15.99

C26:+57.04 - C30:+57.04 - M4:+15.99

M3:+15.99
M3:+15.99
M3:+15.99
M3:+15.99

M3:+15.99

M3:+15.99

M13:+15.99

M13:+15.99

M23:+15.99 - M26:+15.99

M6:+15.99
M11:+15.99

C3:+57.04 - M8:+15.99 - M13:+15.99

M11:+15.99
M11:+15.99

M2:+15.99

M2:+15.99

M11:+15.99

M2:+15.99

M2:+15.99
M2:+15.99

0,00064
3,8E-05
0,0013
0,00061
1,4E-05
0,0009
0,0052
0,0027

0,0099
0,0061
0,0019
0,00011
0,0021
7,1E-06
2,8E-05
0,00013
0,00069
0,0087
0,0032
7,9E-06
4,1E-07
1,2E-07
0,0002
0,00067
6,4E-05
2,7E-06
0,00015
0,0003
0,00027
8,8E-08
0,00042
0,00019
8,9E-06
8,9E-06
0,0053
0,00017
0,001
0,00035
0,00064
3,8E-05
0,0013
0,00061
1,4E-05
0,0009
0,0052
0,0027

0,0025
5,4E-06
2,9E-06
5E-05
5,1E-05
0,0077
2,9E-06
1E-06
0,00034
5,4E-07
9,6E-05
0,00051
0,00038
0,00085
0,0014
0,0002



LMENEKNEVIVADNFFTGSK
SFCYVADMVNGLMK
SFCYVADMVNGLMK
SFCYVADMVNGLMK

TNVIGTLNMLGLAK
TNVIGTLNMLGLAK
DGLVLMEDDFR
ILLTSTSEVYGDPLEHPQTEAYWGNVNPIGVR
ILLTSTSEVYGDPLEHPQTEAYWGNVNPIGVR
LMNGDNTGPINIGNPGEFTMLELAENVK
LMNGDNTGPINIGNPGEFTMLELAENVK
TNVIGTLNMLGLAK
TNVIGTLNMLGLAK
TNVIGTLNMLGLAK
TNVIGTLNMLGLAK
SFCYVADMVNGLMK

ILVTGGAGFIGSHLVDKLMENEKNEVIVADNFFTGSK

KMDATAQELSEEK
KMDATAQELSEEK
AQASALEAHAAPNCK
AQASALEAHAAPNCK
MDATAQELSEEK
MDATAQELSEEK
AQASALEAHAAPNCK
MDATAQELSEEK
MDATAQELSEEK
MDATAQELSEEK
KLSSALSAASSACDHIR
KLSSALSAASSACDHIR
LSSALSAASSACDHIR
LSSALSAASSACDHIR
LSSALSAASSACDHIR
LGVQVSDVK
NAIWGNHSSSQYPDVNHATVK
NAIWGNHSSSQYPDVNHATVK
NAIIWGNHSSSQYPDVNHATVK
NAIIWGNHSSSQYPDVNHATVK
NAIWGNHSSSQYPDVNHATVK
NAIWGNHSSSQYPDVNHATVK
LSSALSAASSACDHIR
LGVQVSDVK
NAIWGNHSSSQYPDVNHATVK
LGVQVSDVK
GVMLGADQPVILH
GVMLGADQPVILH
VLVTGAAGQIGY
VLVVANPANTNALILK
VLVVANPANTNALILK
VLVVANPANTNALILK
VLVTGAAGQIGYALVPMIAR
VLVTGAAGQIGYALVPMIAR
VLVTGAAGQIGYALVPMIAR
VLVTGAAGQIGYALVPMIAR
VLVVANPANTNALILK
ELVQDDEWLNGEFIATVQQR
ELVQDDEWLNGEFIATVQQR
VLVVANPANTNALILK
ELVQDDEWLNGEFIATVQQR
ELVQDDEWLNGEFIATVQQR
ELVQDDEWLNGEFIATVQQR
SGGEWTIVQGLPIDEFSR
SGGEWTIVQGLPIDEFSR
VLVTGAAGQIGYALVPMIAR

C3:+57.04 - M8:+15.99

C3:+57.04 - M8:+15.99

C3:+57.04 - M8:+15.99
M9:+15.99
M9:+15.99

M2:+15.99 - M20:+15.99
M2:+15.99 - M20:+15.99
M9:+15.99
M9:+15.99

C3:457.04
M19:+15.99

M2:+15.99
M2:+15.99
C14:+57.04
C14:+57.04
M1:+15.99
M1:+15.99
C14:+57.04

C13:457.04
C13:+57.04
C12:457.04
C12:+57.04
C12:+57.04

C12:+57.04

M3:+15.99
M3:+15.99

M17:+15.99
M17:+15.99
M17:+15.99
M17:+15.99

0,00016
7,1E-05
1E-05
2,3E-07
5E-06
2,7E-05
0,0038
3,6E-06
0,00028
1,6E-07
2,9E-05
0,0013
0,00026
1,6E-05
3,6E-05
0,0055
0,00029

0,00056
0,00034
3,9E-07
1,1E-05
0,00047
0,0067
0,00054
0,00026
0,00043
0,00013
7,7E-05
1,1E-05
2,2E-05
8,2E-05
0,0053
0,0097
0,0016
0,00014
4,4E-05
2,8E-05
0,0017
6,9E-05
0,0058
0,0069
0,0056
0,0079
0,0011
0,00025
8,8E-06
1,3E-05
0,00038
3,1E-05
0,0087
2,6E-05
0,00075
0,00049
0,0069
0,00047
4E-05
0,001
0,0028
2,3E-05
1,2E-05
0,00032
0,0028
0,0027



VLVTGAAGQIGYALVPMIAR
ELVQDDEWLNGEFIATVQQR
MELIDAAFPLLK
MELIDAAFPLLK

VPELTGLSGEGHK
VPELTGLSGEGHK
VPELTGLSGEGHK
LAQICGIIASDEKR
LAQICGIIASDEKR
DNLLLHLKPVEK
WKVPELTGLSGEGHK
WKVPELTGLSGEGHK
LAQICGIIASDEK
WKVPELTGLSGEGHK
AQDYLCTLAGR
TIQYLIGSGMDPR
TIQYLIGSGMDPR
DETGASPTAWAVWTR
DETGASPTAWAVWTR
DETGASPTAWAVWTR
LFEIDPDGTVLALADMMR
LFEIDPDGTVLALADMMR
LFEIDPDGTVLALADMMR
LFEIDPDGTVLALADMMR
TENNPYLGFIYTSFQER
LFEIDPDGTVLALADMMR
LFEIDPDGTVLALADMMR
DYADILEFLVGR
DYADILEFLVGR
LFEIDPDGTVLALADMMR
LFEIDPDGTVLALADMMR
DYADILEFLVGR
DYADILEFLVGR
DYADILEFLVGR

KPSSLPEVAK
MKEMTGSGIFAEK
MKEMTGSGIFAEK
MKEMTGSGIFAEK
MKEMTGSGIFAEK
LKEMSGNDIFSDGK
LKEMSGNDIFSDGK
MKEMTGSGIFAEK
MKEMTGSGIFAEK
VSNPAGGPSNITFSEDPVTK
VSNPAGGPSNITFSEDPVTK
NKELSGSDIFGPPPETPARPLAAR
NKELSGSDIFGPPPETPARPLAAR
PSLKPAGGITPAMFGAPVSEHEAEDLSNSER
PAGGITPAMFGAPVSEHEAEDLSNSER
VSNPAGGPSNITFSED
VSNPAGGPSNITFSED
PSLKPAGGITPAMFGAPVSEHEAEDLSNSER
PAGGITPAMFGAPVSEHEAEDLSNSER
PAGGITPAMFGAPVSEHEAEDLSNSER
VSNPAGGPSNITFSEDPVTK
ELSGSDIFGPPPETPARPLAAR
ELSGSDIFGPPPETPAR
ELSGSDIFGPPPETPAR

ADEPSASGDPLAMASK
ADEPSASGDPLAMASK
PSASGDPLAMASK

M17:+15.99

C5:+57.04
C5:+57.04

C5:+57.04

C6:+57.04

M16:+15.99 - M17:+15.99
M16:+15.99 - M17:+15.99
M16:+15.99 - M17:+15.99
M16:+15.99 - M17:+15.99

M16:+15.99
M16:+15.99

M1:+15.99 - M4:+15.99
M1:+15.99 - M4:+15.99
M1:+15.99 - M4:+15.99
M1:+15.99 - M4:+15.99
M4:+15.99
M4:+15.99
M1:+15.99 - M4:+15.99
M1:+15.99 - M4:+15.99

M13:+15.99
M9:+15.99

M13:+15.99
M9:+15.99
M9:+15.99

M13:+15.99
M13:+15.99
M10:+15.99

0,0059
0,0084
0,0081
0,0015

0,00094
0,0015
0,0013
9,6E-06
6,1E-06
0,0051
0,0022

0,00094
5,9E-06
0,0087
0,0058

0,00071

0,00086
8,8E-07
0,0015
0,0019

0,00013
8,5E-05
1,2E-07
3,3E-06

0,00025
2E-05
1,2E-05
5E-05

0,00019
2,9E-05
5,6E-06
0,0031

0,00015
9,6E-06

0,0036
6,2E-06
0,00061
0,00053
0,00012

0,0067

0,0032
0,00086
0,00077
7,1E-08
1,4E-06

0,0018

0,0017
3,9E-05

0,0071
5,8E-06
1,4E-05
5,1E-06

0,0011
1,1E-05
6,6E-05

0,0038
6,5E-06
1,5E-05

2,2E-05
7,9E-07
2E-05



ADEPSASGDPLAMASK M13:+15.99 1,6E-06

GGAVLMVCR C8:+57.04 0,0042
ADEPSASGDPLAMASK 7,1E-07
ADEPSASGDPLAMASK 2,7E-07
ADEPSASGDPLAMASK 1,2E-07
ADEPSASGDPLAMASK M13:+15.99 1,2E-06
ADEPSASGDPLAMASK M13:+15.99 0,00065
ADEPSASGDPLAMASK 0,0011
ADEPSASGDPLAMASK 0,0034

GFGFVNFVHREDAEK 0,0029
GFGFVNFVHRED 0,00067
LNGYGYDNLILHVEMAAPRPT M15:+15.99 0,0066
GFGFVNFVHR 0,0079
LNGYGYDNLILHVEMAAPRPT M15:+15.99 0,00045
LNGYGYDNLILHVEMAAPRPT 0,0037
NLILHVEMAAPRPT 0,0027
VTNLSEDTREPDLLELFR 0,00044
VTNLSEDTREPDLLELFR 0,0053
VTNLSEDTREPDLLELFR 0,00024
VTNLSEDTREPDLLELFR 0,0013
WGELEEDDGGDLDFLLPPR 0,00095
WGELEEDDGGDLDFLLPPR 8,9E-07
WGELEEDDGGDLDFLLPPR 7,5E-07
WGELEEDDGGDLDFLLPPR 7,8E-05
VTNLSEDTREPDLLELFR 0,00056
WGELEEDDGGDLDFLLPPR 0,0021
WGELEEDDGGDLDFLLPPR 0,0032
QEVQGGQYGSETGGGQQQGGGYHGVTVGR 4,30913E-09
QEVQGGQYGSETGGGQQQGGGYHGVTVGR 4,51658E-09
QQGEGFSGEGAQQKPQAGR 5,8675E-05
DYEQSMPPLGEGR M6(Oxidation) 7,53197E-05
AGEGAVGVPLFHAQWGAR 0,001289213
AGEGAVGVPLFHAQWGAR 0,001650364
AGEGAVGVPLFHAQWGAR 0,00297514
DYEQSMPPLGEGR M6(Oxidation) 0,004503401
QILEQQLTGR 0,008816916
QQGEGFSGEGAQQKPQAGR 0,008265816
DYEQSMPPLGEGR M6(Oxidation) 0,009132714
DYEQSMPPLGEGR M6(Oxidation) 0,010829054
QQGEGFSGEGAQQKPQAGR 0,034093797
AGEGAVGVPLFHAQWGAR 0,039449563
KFAHKDEEYDSMLGVVR M12:+15.99 0,0011
KFAHKDEEYDSMLGVVR M12:+15.99 9,2E-05
FAHKDEEYDSMLGVVR M11:+15.99 0,0019
FAHKDEEYDSMLGVVR M11:+15.99 0,00027
FAHKDEEYDSMLGVVR M11:+15.99 0,00046
FAHKDEEYDSMLGVVR M11:+15.99 6,4E-06
FAHKDEEYDSMLGVVR M11:+15.99 0,0035
DEEYDSMLGVVR M7:+15.99 0,00038
DEEYDSMLGVVR M7:+15.99 0,00041
FAHKDEEYDSMLGVVR 0,00035
FAHKDEEYDSMLGVVR 8,2E-06
FAHKDEEYDSMLGVVR 2,2E-06
IPSGEVWVGNPAK 0,0027
FAHKDEEYDSMLGVVR M11:+15.99 0,0084
IPSGEVWVGNPAK 0,0071
IPSGEVWVGNPAK 0,0025
DEEYDSMLGVVR 0,0039
IPSGEVWVGNPAK 0,0015
IPSGEVWVGNPAK 0,002
IPSGEVWVGNPAK 0,0075

EIPPELILPDNILPDKAPK 0,00034



EIPPELILPDNILPDKAPK

SAVLHACTIEDEAFVGMGATLLDGVVVEK

TIEDEAFVGMGATLLDGVVVEK
TIEDEAFVGMGATLLDGVVVEK
TIEDEAFVGMGATLLDGVVVEK
TIEDEAFVGMGATLLDGVVVEK
PPELILPDNILPDK
CTIEDEAFVGMGATLLDGVVVEK
PPELILPDNILPDK
EIPPELILPDNILPDKAPK

TVVQAQKLDEMLAK
TVVQAQKLDEMLAK
TPGVDDVSGEPLIQR
TPGVDDVSGEPLIQR
TPGVDDVSGEPLIQR
VPSVELMTELLR
EAMNKGELVSDDLVVGIIDEAMK
EAMNKGELVSDDLVVGIIDEAMK
VLNFAIDDAILEER
VLNFAIDDAILEER
VLNFAIDDAILEER
GELVSDDLVVGIIDEAMK
GELVSDDLVVGIIDEAMK
GELVSDDLVVGIIDEAMK
GELVSDDLVVGIIDEAMK
GELVSDDLVVGIIDEAMK
VLNFAIDDAILEER
TVVQAQKLDEMLAK
TVVQAQKLDEMLAK
TPGVDDVSGEPLIQR
TPGVDDVSGEPLIQR
TPGVDDVSGEPLIQR
VPSVELMTELLR
EAMNKGELVSDDLVVGIIDEAMK
EAMNKGELVSDDLVVGIDEAMK
VLNFAIDDAILEER
VLNFAIDDAILEER
VLNFAIDDAILEER
GELVSDDLVVGIIDEAMK
GELVSDDLVVGIIDEAMK
GELVSDDLVVGIIDEAMK
GELVSDDLVVGIIDEAMK
GELVSDDLVVGIIDEAMK
VLNFAIDDAILEER

YHLLVCGTTPCMIR
YHLLVCGTTPCMIR
YHLLVCGTTPCMIR

RNEVTSDGLFSVGEMECMGCCVNAPMIAVADYTK

VYEVATFYSMFNR
VYEVATFYSMFNR

QSGIIPMLDLAQQQHGGWVPVAAMNAIAE

SLVTISGEVDTKAIEK
SLVTISGEVDTKAIEK
NESTLIFGSQHSLDPH
APGLYTDIGK
APGLYTDIGK
DTLTASYYHLVK
DTLTASYYHLVK
SLVTISGEVDTK
FNNYGMASALVQHEWR
FNNYGMASALVQHEWR

C7:+57.04 - M17:+15.99
M10:+15.99
M10:+15.99
M10:+15.99
M10:+15.99

C1:+57.04 - C1:-17.02655

E1:-18.01056

M11:+15.99
M11:+15.99

M7:+15.99
M3:+15.99 - M22:+15.99
M3:+15.99 - M22:+15.99

M17:+15.99
M17:+15.99
M17:+15.99
M17:+15.99
M17:+15.99

M11:+15.99
M11:+15.99

M7:+15.99
M3:+15.99 - M22:+15.99
M3:+15.99 - M22:+15.99

M17:+15.99
M17:+15.99
M17:+15.99
M17:+15.99
M17:+15.99

C6:+57.04 - C11:+57.04 - M12:+15.99
C6:+57.04 - C11:+57.04 - M12:+15.99
C6:+57.04 - C11:+57.04 - M12:+15.99
C17:457.04 - C20:+57.04 - C21:+57.04 - M15:+15.99 - M18:+15.99 - M26:+15.99
M10:+15.99
M10:+15.99
M7:+15.99 - M24:+15.99

M6:+15.99
M6:+15.99

0,00013
0,0027
1,5E-05
7,3E-09
1,3E-08
0,0012
0,0012
0,0067
0,004
0,0021

0,0028
0,0056
0,00051
0,0014
0,0014
0,0064
0,0087
0,0014
0,0007
0,00033
0,00014
4,7E-06
1,9E-06
2,1E-07
2,2E-05
0,0029
