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Tout et son contraire...

«La théorie, c’est quand on
sait tout et que rien ne
fonctionne. La pratique, c’est
quand tout fonctionne et que
personne ne sait pourquoi »

Albert Einstein
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La biomasse terrestre se compose majoritairement de microorganismes, dont
nombreux sont pathogénes et capables de coloniser, voire de tuer, d’autres organismes.
Trés tot dans l’évolution des espéces, des systémes ont donc été développés pour
reconnaitre et éliminer les parasites et agents pathogénes rencontrés dans
l'environnement. Ces mécanismes débutent par la reconnaissance de 1’agent pathogeéne,
impliquant la reconnaissance du soi et du non soi, puis engagent des systémes effecteurs,
qui ciblent les agents pathogeénes pour les éliminer. Tous les organismes vivants
possédent une immunité qui peut étre tres différente selon les régnes et les espéces.

L’immunologie est une science, dont on attribue l'origine a Edward Jenner en
1796. En effet, ce médecin britannique a lancé une nouvelle ére de la médecine en
introduisant le concept de vaccination. Depuis, les connaissances acquises a partir de ce
processus de vaccination, ont permis d’¢lucider la composante adaptative de I'immunité
des vertébrés.

Cette immunité adaptative (ou acquise) est caractérisée par la mise en place de
réponses spécifiques et par une capacité de « mémoire » ( Seifert & Kuppers 2016). De
facon trés schématique, elle est basée sur la production d’anticorps et la multiplication
clonale de cellules spécialisées (Lymphocytes). Longtemps considérée comme seule
défense spécifique, elle a longtemps fait 'objet de toutes les études d’immunologie au
détriment de I'’étude de 'immunité innée.

L'immunité innée est la seule forme d'immunité présente chez les invertébrés et
les végétaux. Bien que les processus de limmunité adaptative, comme la production
d’anticorps soient absents, tous les invertébrés sont capables de développer des réponses
immunitaires efficaces. Selon Medzhitov et Janeway (1997), les invertébrés ne
posséderaient qu’un petit nombre de récepteurs capables de reconnaitre des motifs
invariants communs a de nombreux pathogenes, tels que les constituant principaux des
parois ou des composés de surfaces (Medzhitov & Janeway 1997). Parmi les réponses de
I'immunité innée on peut citer la phagocytose, l'encapsulation, la coagulation, la
mélanisation et la production d’espéces réactives de l'oxygéne qui ont des effets toxiques
de courte durée ainsi que la production de peptides antimicrobiens qui ont eu des effets a
plus long terme.

Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses études ont apporté un éclairage
nouveau sur le systéme immunitaire inné des invertébrés. Il est devenu évident que les
invertébrés peuvent monter une réponse immunitaire trés diverse et spécifique de l'agent
pathogéne impliqué. Les mécanismes moléculaires a lorigine de cette diversité et
spécificité commencent a été élucidés (Pees et al. 2016; Soderhéall 2015). De plus, un
nombre croissant de travaux mettent en évidence un phénoméne de « mémoire »
immunitaire chez des invertébrés (ou « priming immunitaire ») (Coustau et al. 2016; Kurtz
& Franz 2003; Milutinovic & Kurtz 2016). Si les mécanismes moléculaires expliquant cette
spécificité et mémoire immunitaire ne sont pas encore élucidés chez de nombreux
invertébrés, les voies de signalisations liées a I'immunité innée sont bien caractérisées. On
distingue aujourd’hui trois grandes voies conservées. La voie Toll, efficace contre les
bactéries Gram-positif et les champignons (Michel et al. 2001a), la voie IMD (immune
deficiency), activée par la reconnaissance de bactéries Gram-négatif (Leulier et al. 2003),
et la voie JAK/STAT, qui est moins bien caractérisée que les deux précédentes, mais qui
est impliquée dans la réponse a des parasites du genre plasmodium ou dans la réponse
antivirale (Hoffmann 2003; Hoffmann & Reichhart 2002; Royet et al. 2005). On estime que
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les cinq a dix millions d’espéces d’invertébrés doivent faire face a des agents pathogénes,
en se fondant uniquement sur limmunité innée, contre les 45 000 espéces de vertébrés
existantes qui utilisent également leur composante adaptative (Hoffmann & Reichhart
2002).

Le premier séquencage de génome de puceron, Acyrthosiphon pisum, en 2010, a
fourni de nouvelles connaissances sur I'immunité des insectes et a également soulevé de
nombreuses questions. L'une des caractéristiques de ce génome était 'absence de
plusieurs composantes du systéme immunitaire connues pour étre conservées chez les
insectes. En particulier, notons ’'absence de récepteurs PGRP (Peptidogglycan recognition
proteins), impliqués dans la reconnaissance des deux types de bactéries via les
peptidoglycane, la plupart des composants de la voie IMD et les peptides antimicrobiens
(Elsik 2010 ; Gerardo et al. 2010). Cet apparent déficit immunitaire serait lié a la nécessité
d’héberger un symbiote bactérien obligatoire (Buchnera). En effet, l’association des
pucerons avec Buchnera est indispensable a la compensation du régime alimentaire,
pauvre en acides aminés, et le maintien de ces symbiontes peut nécessiter la perte des
peptides antimicrobiens (Login et al. 2011). La perte de certaines fonctions immunitaires
serait compensée par un taux de reproduction trés important et par une protection
apportée par des symbiontes facultatifs (Gerardo et al. 2010).

Une hypothése alternative a celle d'un systéme immunitaire déficient est celle
d’'un systéme immunitaire différent et tres finement régulé (Dubreuil et al. 2014). Pour
explorer cette hypothése, I’équipe a recherché la présence de régulateurs de I'immunité
dans le génome du puceron. Une famille multigénique de S geénes, codant pour des
cytokines de type Macrophage Migration Inibitory Factor (MIF) a été trouvée (Dubreuil et
al. 2014). Chez les mammiféres, les MIF sont des cytokines pro-inflammatoires, agissant
comme des régulateurs clefs de la réponse immunitaire. Par ailleurs, I’équipe avait déja
mis en évidence un géne MIF chez le mollusque Biomphalaria glabrata, BgMIF (Baeza
Garcia et al. 2010). BgMIF présente des caractéristiques pro-inflammatoires connues chez
les MIF de mammiféres, et joue également un role majeur dans la réponse contre
I'infection parasitaire. Cette étude avait fourni la premiére démonstration de I'importance
d'une cytokine MIF dans la régulation dune réponse immunitaire innée chez un
invertébré (Baeza Garcia et al. 2010).

Chez A. pisum, les transcrits des génes ApMIF ont été détectés dans le corps
entier et dans les cellules immunitaires, ce qui est en adéquation avec l’expression
attendue de ce régulateur de I'immunité. De plus, 'expression des ApMIF est augmentée
aprés un challenge immunitaire (parasitoides ou bactéries), appuyant l'implication des
ApMIF dans la réponse immunitaire du puceron. Cette hypothése a été renforcée par
l'observation de la diminution de l’expression des ApMIF aprés infection du puceron par
des bactéries mutualistes. Ce travail a donc apporté la preuve que bien que les
composants antimicrobiens classiques soient absents chez le puceron, les régulateurs
immunitaires MIF permettent une régulation immunitaire fine (Dubreuil et al. 2014).

Lors de ce travail, une observation intéressante a attiré ’attention de 1’équipe :
la découverte de I'expression d’'une des cytokines MIF (ApMIF1) dans les glandes salivaires
du puceron. La présence de cytokines MIF dans des glandes salivaires avait déja été
observée chez des parasites de mammifére comme des nématodes du genre Brugia (Prieto-
Lafuente et al. 2009) et des tiques, tel que Amblyomma americanum (Jaworski et al. 2008).
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MIF ne participerait donc pas seulement a immunité de l'individu mais peut aussi étre
injecté dans l’hote et réguler les défenses des mammiféeres pour établir la relation
parasitaire. L’¢lément particulierement intriguant chez A. pisum est que 1’hdte est une
plante et que l’action potentielle d'une cytokine animale sur une réponse immunitaire
végétale n’a jamais €té suspectée ni explorée.

L’objectif global de cette thése était d’explorer le role des cytokines MIF dans
I'interaction entre le puceron et sa plante hote.

Pour développer notre étude, nous nous sommes appuyés sur le contexte
bibliographique, rappelé dans la premiére partie de ce manuscrit. Avec des généralités
sur les pucerons (1), un rappel des stratégies immunitaires chez les plantes (2), un état
des connaissances sur l'interaction plante-puceron (3), et pour finir un rappel sur les
cytokines MIF (4).

Ce manuscrit expose ensuite les résultats des travaux préliminaires, qui nous
permettent alors de préciser plus en détails les objectifs de la thése.

Les données obtenues et les discussions qui en découlent sont exposées dans la
partie Résultats et discussions, et sont articulés autour du role de MIF1 dans la défense
des plantes puis autour du réle de la machinerie moléculaire endogéne des plantes dans
le fonctionnement du MIF de pucerons.

Une discussion générale et les perspectives de ces travaux sont ensuite
exposées. On trouve finalement, en fin de manuscrit, le détail des matériels et méthodes
utilisés et les Annexes dont un article correspondant a la premiére partie des résultats.
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Chapitre 1. Les pucerons

Les pucerons sont des insectes piqueurs-suceurs appartenant a l'ordre des
Hémipteéres et a la super-famille des Aphidoidea. Cette super-famille est divisée en trois
familles : les phylloxeria, les adelgidea et les aphididae. La famille des aphididae
comprend plus de 4300 espéces de pucerons dont 250 ravageurs de plantes de régions
tempérées (Blackman et al. 2000). La plupart de ces ravageurs sont parasites d’'une seule
espece végétale. Cependant, un petit nombre de pucerons sont trés polyphages et peuvent
infecter un grand nombre d’espéces végétales (Dixon 1987). Prenons pour exemple le
puceron vert du pécher, Myzus Persicae. Son hote primaire est le pécher mais il peut
également s’alimenter sur de nombreuses familles botaniques qui représentent plus de
400 especes de plantes (Fenton et al. 1998).

Les dommages engendrés directement par les pucerons sur les cultures sont
causés par le préléevement de séve, réduisant ainsi les ressources disponibles pour la
croissance et le développement de la plante. Cependant, les dégats les plus importants
sont causés indirectement par les virus phytopathogénes vectés par les pucerons. M.
persicae, par exemple, est connu pour étre un vecteur de plus de 100 virus de plantes
(Blackman & Eastop 2000) parmi lesquels le Potato Virus Y (PVY), le Potato Leafroll Virus
(PLRV) ou le Cucumber mosaic virus (CMV) (Lin et al. 2016; Shi et al. 2016).

1. CYCLE DE VIE

L'une des caractéristiques remarquables des pucerons est leur plasticité
phénotypique, qui contribue a leur succés en tant que ravageurs de plantes (Hardy et al
2015). En effet, l'originalité des pucerons est leur capacité a produire dans une méme
colonie des individus ailés ou non, qui ont strictement le méme génome, mais qui ont des
écologies différentes.

Pour plus de simplicité dans la description du cycle de vie, prenons 'exemple de
Myzus persicae, qui a un cycle complet (holocycle) a deux plantes hotes (dioécique), ce qui
est le cas de nombreux aphididés (Dixon 1997) (Figurel).

M. persicae passe ’hiver sur ’hote primaire sous forme d’ceuf (’ceuf d’hiver). Au
printemps, une femelle fondatrice éclot et produit, par parthénogenése (virginiparité), des
larves formées (viviparité). Ces larves deviennent des femelles aptéres (les fondatrigénes).
Ces femelles aptéres se reproduisent, elles aussi, de maniére clonale pendant plusieurs
générations (Ogawa et al. 2014). M. persicae a pour hote primaire le pécher ou le prunier,
dont le rendement est sévérement affecté en cas d’infection. Une femelle aptére de M.
persicae produit, dans des conditions de vie optimales, en moyenne 120 descendants
durant son cycle de vie.
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Figure 1 Cycle de vie de Myzus persicae

De 'ceuf d’hiver éclot une fondatrice, qui va créer une population de femelles aptéres sur
I’hote primaire. A 1'été, des virginipares ailées vont coloniser un ou plusieurs hotes
secondaires. A 'automne, des sexupares vont donner des femelles et des males capables
de pondre un ceuf sur ’hote primaire. (Image issus d’Encyclop’APHID, INRA

A la fin du printemps, la population ayant atteint la densité maximale sur ’hote
primaire, des femelles ailées apparaissent, pouvant ainsi coloniser une plante hote
secondaire. Ces émigrantes s’installent et fondent une nouvelle colonie, composée au
départ de virginipares aptéres. Cest a ce stade que M. persicae, qui est un puceron
polyphage, est le plus nuisible. En culture sous abris, l'installation de la nouvelle colonie
peut, par exemple, se faire sur melon, courgette, tomate, aubergine, poivron et artichaut.
M. persicae est également nuisible en plein champ, ou il peut coloniser de nombreuses
cultures tels que le colza, la pomme de terre, le chou, I'’épinard, la laitue ou encore la
chicorée.

A l'automne, les pucerons ailés retournent sur I’héte primaire et sont capables
d’engendrer des individus sexués. Ces sexupares produisent un male et une femelle. Cette
femelle est la seule de toute sa génération capable de pondre un ceuf, I’oeuf d’hiver. Chez
les pucerons, la femelle posséde deux chromosomes sexuels XX. Le male n’en posséde
qu'un seul : il est 0X. De ce fait, il ne peut fournir qu'un X, car les spermatozoides O
dégénerent et il nait donc toujours de l'ceuf d’hiver une femelle. L'ceuf d’hiver résiste a des
températures trés froides, jusqua -30°C. La parthénogénése et la viviparité leur
permettent d’avoir un trés important taux d’accroissement au cours de I’été, augmentant
ainsi les dégats sur les plantes.
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2. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE

Le taxon des pucerons est caractérisé par des insectes aux téguments mous,
avec des antennes de 3 a 6 articles, des ailes a nervation réduite et des griffes doubles au
bout de tarses bi-articulés. Chez beaucoup de pucerons, 'abdomen porte dorsalement
une paire de cornicules (tubes creux dressés) sécrétant des phéromones d’alarme. Ces
émissions provoquent un comportement d’agitation chez les pucerons voisins, de
dispersion, de fuite, voire de chute (Verma et al. 2016). (Figure 2)

tubercules antenne a VI articles (1a V1) t;:n.!':;b : entenne & V] articles (14 V) > fouet
\\ n n = - -

frontaux N " vi : - v v L
. ]| e ——— {810 E thinaries

téte X ~ rothorax
— o p
thorax —»?’ -~ \

abdomen abdomen

cornicules

Figure 2 Description morphologique d’un puceron.

(a) Puceron adulte aptére (b) Puceron adulte ailé. (Image issus d’Encyclop’APHID, INRA)

A Textrémité postérieure, en prolongement du dernier segment, se trouve la
cauda qui sert a ’épandage du miellat. Ce liquide visqueux peut étre rejeté en trés grande
quantité par les pucerons. Il contient des quantités variables de sucres tirés de la plante
hote (Sabri et al. 2013). Ce miellat est 'une des causes des nombreux dégats sur les
plantes. En effet, il favorise le développement de champignons phytopathogénes et nourrit
de nombreux insectes nuisibles a I’héte.

La téte des pucerons est prolongée ventralement par un rostre (prolongement
rigide qui contient les piéces buccales). Les mandibules et maxilles sont fortement
modifiées en deux paires de stylets composés dun canal alimentaire et d'un canal
salivaire (Figure 3). Ces stylets permettent aux pucerons de s’alimenter de la seéve élaborée
contenue dans les vaisseaux du phloéme. Au niveau du canal commun, a l'extrémité
distale du stylet maxillaire supérieur, se trouve une structure nommeée acrostyle
impliquée dans la transmission des virus (Uzest et al. 2010).
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Figure 3 Organisation générale des piéces buccales d’un puceron.

(a) Coupe transversale du rostre. (b) Coupe transversale des stylets. S : Canal salivaire,
Al: Canal alimentaire, D : dendrites. (c) Vues en perspectives de l'extrémité des stylets.
(Image issus d’Encyclop’APHID, INRA, d’aprés Leclant, 1982)

3. SYMBIOSE BACTERIENNE

Le régime alimentaire exclusivement composé de séve phloémienne apporte au
puceron du sucre, des micro-éléments, de l'aspartate et du glutamate. Les autres acides
aminés sont trés rares et les lipides sont pratiquement absents.

De part ce mode de vie, les aphididae vivent en symbiose primaire obligatoire
avec la protéo-bactérie Buchnera aphidicola (Buchner 1965). Buchnera est contenue dans
des cellules spécifiques, les bactériocytes, situées dans la cavité abdominale du puceron.
Cette coévolution, de prés de 200 millions d’années (Wilson et al. 2010), a conduit a une
relation de forte dépendance pour les deux partenaires. En effet, la culture in vitro de la
bactérie est impossible et 1’élimination de celle-ci provoque chez le puceron une baisse
drastique de la survie.

Les pucerons peuvent aussi accueillir des symbiotes secondaires facultatifs. Les
plus répandus sont Serratia symbiotica, Regiella insecticola et Hamiltonella defensa (Oliver
et al. 2010). Leur coévolution est généralement plus courte et leur présence peut
fortement varier d'une population a une autre. Les symbiotes secondaires jouent un roéle
dans l'adaptation de I'’hote a l'environnement car ils peuvent impacter difféerents traits
comme la tolérance thermique (Harmon et al. 2009) , la spécificité vis a vis des plantes
d’hotes (Ferrari et al. 2007) et la résistance vis a vis de pathogénes ou parasites (Oliver et
al. 2010).
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4. MODE D’ALIMENTATION

L’acceptation ou le rejet de la plante hote sur laquelle le puceron va s’alimenter
est déterminé, en grande partie, par des stimulations visuelles, olfactives, mécaniques et
chimiques. Aprés contact avec une plante hote potentielle, les pucerons peuvent analyser
avec l'extrémité du rostre les caractéristiques physico-chimiques de la surface de la
plante, telles que la nature des composés volatils, la texture, la typologie, les exsudats de
trichomes et les cires épicuticulaires (Powell et al. 2006). Ils peuvent aussi, de cette facon,
détecter le contour des nervures, leur site d’alimentation privilégiée (Tjallingii 1978).

On peut distinguer différentes phases d’alimentation (Figure 4) :

(1) Dans un premier temps, les pucerons effectuent de bréves piqares (pigtires
d’épreuve) peu profondes au niveau de I’épiderme de la plante. C’est au moment de ces
ponctions tests que les virus phytopathogénes vectés par les pucerons sont les plus
facilement transmis d’'une plante a une autre (Gray & Gildow 2003).

(2a) A la suite de ces premieres piqures, les pucerons s’‘immobilisent pour
explorer la surface de la plante avec 'extrémité du rostre recouvert de soies sensorielles.
Au point choisi, ils fixent une goutte de salive dite gélifiante pour introduire les stylets
(tres flexibles) le long des cellules de I’épiderme, puis du mésophylle. La salive gélifiante
est principalement composée de protéines, de phospholipides et de glucides conjugués.
Elle forme une gaine de protection autour des stylets (la gaine sétale), limitant le contact
direct avec 'apoplasme et les parois cellulaires (Tjallingii 2006). Plusieurs roles peuvent
étre attribués a la gaine sétale comme par exemple la stabilisation des stylets (Pollard et
al. 1973) ou la protection des stylets contre les composés de défense de la plante
(Hogenhout & Bos 2011).

(2b) Le long du trajet jusqu’au phloéme, les pucerons continuent de sécréter
une salive aqueuse lors de bréves ponctions intracellulaires, leur permettant de se diriger
jusqu’au phloéme grace a des gradients de pH et de sucrose (Hewer et al. 2011).

(3) Le stylet parvient ensuite au niveau des cellules compagnes du phloéme et
au niveau des tubes criblés (4). Lors de l'ingestion de la séve, la salive sécrétée a alors un
role important car elle contient des protéines pouvant moduler la défense des plantes.
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Stylet

Epiderme

Gaine seétale

Mésophylle

Cellule compagne

Phloéme

Figure 4 Représentation du trajet des stylets dans les tissus végétaux au cours de
I’alimentation.

(1) Pigures d’épreuves dans l’épiderme, (2a) Trajet extracellulaire dans 1’épiderme et le
meésophylle, (2b) Ponctions tests intracellulaires dans le mésophylle, (3) Salivation dans
les cellules compagnes (4) Phase d’alimentation, ingestion du phloéme.
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Chapitre 2. Stratégies de défense chez les végétaux

Les plantes, comme tous les étres vivants, sont exposées en permanence a des
organismes, pathogénes ou opportunistes, présents dans leur environnement. Pour lutter
contre ces agresseurs, les végétaux ont développé au cours de I’évolution des systémes de
protection physique. Les plantes maintiennent leur intégrité physiologique en constituant
une défense pré-invasive. Celle-ci inclut des barrieres mécaniques telles que 1’écorce, la
cuticule ou la paroi cellulaire et des barriéres chimiques comme, par exemple, des
meétabolites secondaires antimicrobiens (Gonzalez-Lamothe et al. 2009). Ces défenses
permettent de lutter contre la plupart des agresseurs rencontrés, limitant Ile
développement des maladies, et ces interactions sont appelées incompatibles.

Lorsqu’une interaction est compatible, le pathogéne est capable d’outrepasser
les barrieéres préformées ainsi que les réponses, dites inductibles des défenses des plantes
et d’établir une relation qui se traduit par l'infection de la plante. Il existe parmi les micro-
organismes pathogénes des biotrophes (qui maintiennent la plante en vie), des
nécrotrophes (qui induisent la mort de la plante pour se nourrir des tissus morts) et les
hémi-biotrophes (qui commencent par un mode de vie biotrophe pour finir par un mode
nécrotrophe).

Ce chapitre résume les principaux processus de défense des plantes. Il faut
noter que, contrairement aux animaux, les végétaux ne possédent pas d’organes ou de
cellules dédiées a la réponse immunitaire et de ce fait, la plupart des types cellulaires sont
capables de produire des composés utiles a la réponse immunitaire. Les composés
inducteurs de défense ou de signalisation de la défense peuvent étre sécrétés et agir sur
les cellules voisines ou de maniére systémique via les vaisseaux conducteurs.
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1. LA REPONSE DECLENCHEE PAR DES ELICITEURS

Lun des processus clé de la défense des plantes est basé sur la reconnaissance
de signature moléculaire. En 1975, Keen, introduit le terme d’éliciteur pour décrire une
molécule capable d’induire la production de phytoalexine. Puis le terme a évolué pour
décrire l'ensemble des molécules induisant une réaction de défense de la plante
(Montesano et al. 2003). Les éliciteurs peuvent étre d’origine microbienne (€éliciteur
exogéne), tels que les molécules sécrétées ou des constituants de surface, ou bien
d’origine végétale (éliciteur endogéne), comme par exemple des produits de dégradation
des parois (Garcia-Brugger et al. 20006).

On sait aujourd’hui, que la plante reconnait des signatures moléculaires
précises, ou motifs, qui par analogie avec I'immunité innée des mammiféres sont appelées
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) (Jones & Dangl 2006; Nurnberger &
Brunner 2002). Les PAMPs sont souvent des molécules qui ont un réle important pour
l'agent pathogéne et sont trés conservées au cours de I’évolution (McGuinness et al. 2003).
Parmi les PAMPs les plus connus, nous pouvons citer certains motifs de bactéries, comme
la Flg22, un peptide de 22 acides aminés de la flagelline, (Felix et al. 1999), elf18 situé sur
la partie N-terminal du facteur d’¢longation de la traduction (EF-Tu), (Kunze et al. 2004)
ou bien les lipopolysaccharides, LPS (Newman et al. 2007). Il a été démontré qu’une
simple mutation de flg22 provoque une diminution de la défense basale de la plante (Naito
et al. 2008).

L’existence de PAMPs chez des organismes non pathogenes a conduit a utiliser
le terme de MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns)(Boller & Felix 2009). De la
méme maniére, la reconnaissance de molécules produites par des insectes a conduit a
l'utilisation du terme de « HAMPs » (Herbivore-Associated Molecular Pattern). Les HAMPs
peuvent étre contenus dans les sécrétions orales (salive ou régurgitation), dans les
sécrétions d’oviposition et dans les féces (Peiffer & Felton 2014 ; Reymond 2013) ou
encore présents sur la cuticule. Enfin, les plantes sont capables de reconnaitre des
molécules du soi, endommagées par laction de parasites comme par exemple des
oligogalacturonides, issus de fragments de paroi (D’Ovidio et al. 2004). On utilise alors le
terme de DAMPs pour « Damage-Associated Molecular Pattern » (Acevedo et al. 2015;
Tanaka et al. 2014; Vance, et al. 2009).

Par soucis de simplicité, dans la suite de ce chapitre je vais conserver le terme
PAMPs pour désigner toute molécule issue de pathogenes ou agresseurs, et reconnue par les
plantes.

Chez les plantes, les PAMPs sont reconnus par des récepteurs membranaires,
les Pattern Recognition Receptor (PRR). Cette reconnaissance des PAMPs comme du non
soi par la plante constitue le premier niveau d’activation des défenses végétales, la
réponse dite basale (Jones & Dangl 2006), ou plus communément appelée PAMPs
Triggered Immunity (PTI). La PTI confére a la plante une protection non spécifique vis a vis
d'une large gamme de parasites. Lors de la PTI, trois types de réponse sont mises en
place: des réponses immédiates, dans les premiéres minutes, des réponses rapides, dans
la demi-heure qui suit la reconnaissance et des réponses plus tardives, qui nécessitent
plusieurs heures (Boller & Felix 2009; Schwessinger & Ronald 2012).

Les récepteurs PRR sont transmembranaires et ancrés dans le plasmalemme. Ils
permettent d’activer des cascades de signalisation impliquant des flux d’ions et 1’activation
de MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). Pour reprendre ’exemple de la Flg22 (Felix et
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al. 1999, Zipfel et al. 2004), ce PAMP est reconnu chez les plantes par un récepteur PRR
de la famille des récepteurs like-kinase (RLK) appelé FLS2 (Flagelline Sensitive 2)(Gomez-
Gomez & Boller 2000). L’activation des défenses repose fréquemment sur la formation de
complexes de perception ou les PRR agissent avec des co-récepteurs. Le cas le plus
documenté dans la littérature est celui de BAK1 (BRI1 Associated Kinase 1). BAK1 est un
RLK également impliqué dans la perception des brassinostéroides en association avec
BRI1 (Brassinosteroid-Insensitivel) (Nam & Li 2002; Wang et al. 2001), mais il agit aussi
en tant que co-récepteur en se liant, par exemple, a FLS2 et EFR (récepteur de I’EF-Tu)
(Chinchilla et al. 2007; Heese et al. 2007) (Figure 5).

FLS2
BAK1
. Flagellin
§ — p
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K K PK,»f'KP gi ’K?
/ MEKK 1
MKK4MKK5 MKKA/MKK?2 @
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Figure 5 Mécanisme de perception du Flg22 de la Flagelline

(1) Les co-récepteurs FLS2 et BAK1, non actif. La perception de Flg22 (2) entraine un
réearrangement membranaire qui entraine une phosphorylation croisée des domaines
kinases de FLS2 et BAK1 (3). Cela entraine la phosphorylation de la MAP3K, MEKK1(4).
MEKK]1, peut alors activer deux couples de MAP2K (MKK4/5 ou MKK1/2) (5). Cette
activation engendre la phosphorylation de MAPK associés a chaque couple (6). MPK3/6
phosphorylées, sont capables d’activer l’expression de WRKY29 et FRKI (7). MPK4
phosphorylée, perd sa capacité d’inhibition de l'expression de WRKY33 (7).

(Retravaillée d’aprés une figure originale de http:// mpmi.tamu.edu/research)
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A la suite de la reconnaissance du PAMP, un réarrangement du PRR
membranaire permet l'interaction entre PRR et co-récepteur. On observe également une
augmentation de linflux d'ions calcium (Ca2*) et une sortie d’ions potassium (K*). Ce
changement de potentiel dans la cellule entraine une cascade de phosphorylation qui
active de multiples cibles cellulaires (Ntuhse et al. 2007). S’ensuit alors une activation des
cascades MAPK (Asai et al. 2002). Ces voies de signalisation sont caractérisées par le
transfert successif de phosphate actif d'une MAP3K sur une MAP2K, puis sur une MAPK.
Il existe un grand nombre de MAPK qui peuvent étre impliqués dans des processus trés
divers tels que la signalisation du développement, la signalisation hormonale, et la
réponse au stress abiotique et biotique.

Pour expliquer l’action des voies MAPK dans la réponse a un PAMP, reprenons
l'exemple de Flg22 (Figure 5). Flg22 active deux cascades MAPK, a partir de la méme
MAP3K, MEKK1. MEKK1 peut alors phosphoryler deux couples de MAP2K, soit MKK4/5,
soit MKK1/2. Ainsi, il peut aboutir a l'expression du facteur de transcription WRKY29 et
du récepteur FRK1 (flg22-induced receptor kinasel) via a la phosphorylation des MAPK,
MPK3/6, par MKK4/5; Ou bien MKK1/2, phosphoryle MPK4, entrainant la levée de
répression du facteur de transcription WRKY33 (Colcombet & Hirt 2008). Pour un méme
PAMP, différents génes de réponses peuvent donc étre exprimeés.

Par ailleurs, la modification de potentiel dans la cellule entraine aussi
l’activation de Kinase CDPK (calcium-dependent protein kinases) (Boudsocq et al. 2010).
Chez A. thaliana il existe 34 CDPK, impliquées dans la signalisation de limmunité. Les
CDPK interagissent avec les MAPK en réponse a des PAMPs. Dans le cas de Flg22, YLSO,
dont l'expression est induite par WRKY33, permet ’activation de CDPK4/6 qui conduit a
un burst oxydatif (forte production d’espéces réactives de 'oxygene, ROS) (Kobayashi et al.
2007).

Les ROS ont plusieurs fonctions dans le cadre de l'immunité végétale. Ils
agissent directement sur le parasite, de par leur caractére toxique, mais aussi
indirectement en induisant la synthése de composés antimicrobiens, comme les
phytoalexines (Mittler et al 2011). Les ROS sont également impliqués dans la
signalisation cellulaire de l'immunité en induisant des flux ioniques, responsables de
l’activation des MAPK (Kovtun et al. 2000) qui conduisent a la transcription de genes de
défense (Spoel & Loake 2011). Ils sont également responsables de la peroxydation des
lipides membranaires, jouant ainsi un roéle dans la signalisation hormonale de l’acide
jasmonique (Montillet et al. 2005). Enfin, les ROS sont impliqués dans la réponse
hypersensible (HR), mort cellulaire programmeée des cellules visant a limiter la
propagation des parasites. Il est a noter que 1'absence de production de ROS chez des
lignées mutantes conduit a des phénotypes différents selon le parasite testé, ce qui
démontre une implication multiple et complexe des ROS dans les voies de signalisation de
la défense chez les plantes (Galletti et al. 2008; Torres et al. 2002; Yoshioka et al. 2003).

Dans la demi-heure qui suit la reconnaissance des PAMPs, une production de
PR protéines (Pathogenesis-Related proteines) (van Loon et al. 2006) est enclenchée. Les
PR protéines sont classées en 17 familles suivant des critéres biochimiques et biologiques,
et ils constituent les protéines effectrices de la défense. Enfin, dans une phase plus
tardive, un renforcement pariétal par ’apposition de callose est déclenché (Gomez-Gomez
et al. 1999).
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2. LES REPONSES HORMONALES

Les plantes produisent un grand nombre d’hormones impliquées dans le
développement, mais aussi dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques. La majorité
des phytohormones sont des molécules a faible poids moléculaire (la plus petite est
I'éthyléne, CyHs), dont la plupart sont dérivées d'acides aminés, mais divers peptides
sécrétés possedent également des activités hormonales (Shigenaga & Argueso 2016;
Verma et al. 2016). Les trois hormones ayant un roéle prépondérant dans l'induction des
défenses sont 'acide salicylique (SA), ’acide jasmonique (JA) et ’étyléne (ET). La Figure 6
représente un schéma simplifié des différentes voies hormonales chez les plantes.
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Figure 6 Schéma simplifié des voies principales hormonales chez la plante.

Fleches vertes : Synthése
Fléches bleues : Régulation positive
Fleches noires : Régulation négative
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L’acide salicylique est un composé dérivé du chorismate, synthétisé, chez
Arabidopsis thaliana, par 'isochorismate synthase (ICS) au niveau des chloroplastes. Le
SA s’accumule dans les feuilles infectées, mais également dans les tissus adjacents sains,
afin de les protéger d'une éventuelle infection. Ce processus est appelé résistance
systémique acquise (SAR). Le SA est majoritairement impliqué dans la réponse spécifique
contre les agents pathogénes biotrophes et hemi-biotrophes (Loake & Grant 2007). La
réponse au SA se traduit par l’expression de génes PR, par l’activation de la mort
cellulaire programmeée et la mise en place de la SAR.

Le dérivé méthylé (MeSA) est un composé volatil mais inactif qui permet une
diffusion rapide au travers des membranes. Le MeSA agit comme une molécule de signal,
pour les tissus adjacents et les autres plantes évoluant dans le méme environnement,
permettant une production rapide de SA (Kalaivani et al. 2016).

L'une des protéines clef dans la voie de signalisation du SA est NPR1 (Non
Expressor of PR gene 1). NPR1 est une protéine agissant comme un co-activateur de la
transcription des génes de réponse SA-dépendants. NPR1, dans sa forme inactive, est un
oligomeére cytoplasmique. L’accumulation de SA entraine l’activation de thiorédoxines, qui
réduisent les résidus cystéines de NPR1, changeant ainsi sa conformation d’oligomére a
un état monomere. Cela conduit a sa relocalisation du cytoplasme vers le noyau. Une fois
dans le noyau, NPR1 est capable d’interagir avec des facteurs de transcription de la
famille bZIP (Basic domaine leucine Zipper) tels que les TGA, pour induire ’expression des
génes de réponse SA-dépendants (Rochon et al. 2006) tels que PRI et PR2 (van Loon et al.
2006; Ryals et al. 1996).

Parmi les régulateurs importants de la voie SA, on retrouve également la
protéine PAD4 (Phytoalexin deficient 4). PAD4 interagit par la protéine EDS1 (Enhanced
Disease Suceptibility 1) pour former un complexe qui favorise I’accumulation du SA dans
la cellule. PAD4 a été caractérisée comme étant impliquée dans la régulation de la mort
cellulaire, ’'accumulation de peroxyde d’hydrogéne et dans la réponse a I’hypoxie (Slesak
etal 2015).

Par ailleurs, de nombreux facteurs de transcription de type WRKY sont
également impliqués dans la réponse SA-dépendante (Loake & Grant 2007; Eulgem &
Somssich 2007).

L’acide jasmonique est un dérivé de l’acide linolénique. Il est généralement
impliqué, avec I’éthyléne, dans la réponse aux agents nécrotrophes ainsi qu’aux insectes
et herbivores (Wasternack 2007; Lortzing & Steppuhn 2016). La synthése du JA est plus
complexe que celle de 'acide salicylique et nécessite l'action de différentes enzymes. Elle
débute dans le chloroplaste par la synthése d'un précurseur, OPDA, qui fait intervenir la
lipoxygeénase (LOX), l’alléne oxyde synthase (AOS) et I’'alléne oxyde cyclase (AOC). L’'OPDA
est ensuite transporté dans le peroxysome ou il va étre réduit par trois cycles de [3-
oxydation pour donner l’acide jasmonique (JA). La forme active du JA est la forme
conjuguée avec l'isoleucine (JA-Ile), cette association est catalysée par l’enzyme JARI1
(Jasmonate resistant 1) (Fonseca et al. 2009). Le jasmonate peut aussi étre métabolisé en
un composé volatil, important pour la communication inter-plantes : le méthyljasmonate
(MeJA).

La perception du JA est médiée par la protéine COI1 (Coronatine Insensitivel),
qui fonctionne comme un récepteur au JA-Ile, et par le facteur de transcription JAZ
(Jasmonate ZIM-domain). En l’absence de JA, la protéine JAZ fonctionne comme un
répresseur de la transcription. Associée a d’autres protéines, JAZ permet des
modifications de la chromatine liées a la répression de l’expression des geénes JA-
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dépendants (Chini et al. 2009, Pauwels et al. 2010, Yan et al. 2009). JAZ maintient aussi
la répression effectuée par le facteur de transcription MYC2.

Apres formation, le JA-Ile forme un complexe avec COIl, ce qui entraine la
dégradation de JAZ et léve la répression due a MYC2 (Chini et al. 2007; Panstruga et al.
2009). Cela enclenche l'expression du géne VSP2 (Vegetative Storage protein 2). Les génes
de réponse au jasmonate sont régulés par des facteurs de transcription comme MYC2
(Eulgem & Somssich 2007), mais également par certains membres de la famille des ERF
(ET responsive factor) (Mizoi et al. 2012). Ce sont ERF1, ERF2, ERFS et ERF6 qui
controlent ’expression de PDF1.2b (Plant Defensin 1.2b), protéine effectrice de la réponse
au JA (Berrocal-Lobo et al. 2002).

Le JA est aussi connu pour son action antagoniste avec la voie SA. L’interaction

entre ces deux voies est trés bien détaillée dans la littérature et elle est considérée comme
le pivot de la réponse immunitaire, en permettant l'orientation des réactions de défense
soit vers le SA, soit vers le JA, selon le mode de vie de 1'agent pathogéne (Pieterse et al
2012a). Avant l'identification du SA en tant qu’hormone végétale, des études ont montré
que la réponse au jasmonate a la suite d’'une blessure peut étre inhibée par 1'application
exogene d’Aspirine (acide acétylsalicylique, dérivée du SA, qui était courant utilisée car
plus facilement marquable au 14C), (Doherty et al. 1988). Plus tard, le SA a ensuite montré
les méme propriétés (Doares et al. 1995).
La régulation croisée entre JA et SA a depuis été étudiée en détail, et plusieurs éléments
clés ont été identifiés. Un de ces éléments est NPR1. En absence de NPR1, 'expression de
génes de réponse au JA, qui sont responsables de l'inhibition de la réponse au SA, est
bloquée. C’est le cas pour LOX2, VSP2 (Vegetative storage proteine 2) et PDF1.2b (Spoel et
al. 2003). Le facteur de transcription WRKY70 est lui aussi impliqué dans 'antagonisme
entre ces deux hormones. Il a été mis en évidence que la sur-expression de WRKY70
cause une augmentation de l'expression des génes SA-dépendants, et a contrario une
inhibition de 'expression de PDF1.2b.

En outre, bien qu’étant une molécule effectrice de la voie JA, VSP2 peut aussi
étre régulée par la voie SA. En effet, bien que les mécanismes ne soient pas encore décrits,
il apparait que la protéine PAD4 pourrait étre un activateur de ’expression du géne VSP2
(Louis et al. 2012; Singh & Shah 2012).

L’éthyléne est une hormone volatile, dérivée de la méthionine et impliquée dans
divers processus physiologiques (Broekgaarden et al. 2015) comme par exemple, la
maturation de fruits (Kieber & Ecker 1993). Lors de la réponse au stress biotique,
I’éthyléne se fixe sur des récepteurs au niveau du réticulum endoplasmique, entrainant
I'inhibition d'une kinase, CTR1 (Constitutive Triple Response 1) (Chen et al. 2002). En
absence d’ET dans la cellule, CTR1 a pour role de phosphoryler le facteur de transcription
EIN2 (Ethylene insentitif 2) (Ju et al. 2012), rendant la translocation de EIN2 dans le
noyau impossible. Mais l'inhibition de CTR1 entraine une déphosphorylation d’EIN2. Il est
alors capable de rentrer dans le noyau et de stabiliser EIN3 (Ethylene insentitif 3),
induisant l'expression de génes de défense ET-dépendants (Wen et al. 2012), comme par
exemple les ERF.

Les voies JA et ET agissent dans de nombreux cas en synergie (Zhu & Lee 2015;
Zhu et al. 2011). Par exemple, comme décrit précédemment, MYC2 et ERF doivent
interagir pour conduire a l’expression de génes de défense tel que PDF1.2b (Xu et al
1994). De plus, EIN3 fait partir des génes réprimés par ’action de JAZ.

25



Partie Il : Contexte Bibliographique

Cependant, une étude (Song et al. 2014) a montré que le jasmonate et ’éthyléne
peuvent également avoir un role antagoniste dans la réponse aux insectes. En effet, JA
active MYC2, qui peut inhiber le facteur de transcription EIN3 (Ethylen insensitive 3) ce
qui conduit a l'inhibition de la voie ET. A l'inverse, EIN3 peut réprimer MYC2 et causer la
répression de la réponse a JA.

En plus de ces trois hormones clefs, d’autres hormones jouent aussi un role
dans la régulation des défenses.

L’acide abscissique (ABA) est connu pour étre majoritairement impliqué dans
la réponse aux stress abiotiques (sécheresse, stress salin, froid et blessure) (Dong et al.
2015). L’ABA est impliqué dans des réponses rapides comme par exemple la fermeture des
stomates et la régulation de la balance hydrique (Lim et al. 2015).

Cependant, ’ABA est aussi impliqué dans des processus de défense biotique. I1
a été montré qu'une application exogéne d’ABA conduit a une répression de l'expression
de PDF1.2b (Anderson et al. 2004) et a une augmentation des dépots de callose (Flors et
al. 2008).

Les cytokinines sont surtout connues pour leurs roles dans la régulation de la
division cellulaire et le développement des chloroplastes (Argueso et al. 2009). Le role des
cytokinines dans le stress biotique peut étre illustré par la diminution de la croissance
des agents pathogénes biotrophes tel que 'oomycéte Hyaloperonospora arabidopsidis suite
a leur application exogéne (Argueso et al. 2009; Hann et al. 2014). L’activation de la voie
SA par les cytokinines implique l'interaction d’'un complexe protéique se liant a NPRI,
pour activer ’expression de PR1 (Choi et al. 2010).

L’auxine est une phytohormone le plus souvent associée a I’expansion cellulaire
et aux processus favorisant la croissance. Dans le contexte de 'immunité, 'infection par
un agent pathogéne biotrophe augmente la concentration en auxine de maniére
significative (Gonzalez-Lamothe et al. 2012). De méme, l'application exogéne d’auxine
entraine une augmentation de la virulence des agents pathogénes biotrophes (Wang et al.
2007). En ce qui concerne les parasites nécrotrophes, ’auxine interagit en synergie avec le
JA pour favoriser la résistance (Qi et al. 2012). En effet, il a été montré que 1’application
de MeJA et d’auxine entraine une augmentation de l'expression de PDF1.2b (Qi et al
2012).

Les gibbérellines (GA) sont une grande famille d’hormones qui participent a la
régulation de la croissance des plantes et aux réponses immunitaires. La production de
GA dans la cellule favorise la dégradation des protéines DELLA. Les DELLA sont des
régulateurs négatifs de la signalisation des GA. Il a été montré que la voie GA peut agir en
synergie avec la voie SA et par conséquence en antagonisme avec la voie JA.

En effet, en absence de GA, les DELLA rentrent en compétition avec MYC2 pour
la liaison a JAZ. Cela se traduit par une plus grande disponibilit¢é de MYC2 pour
I’activation de l'expression de VISP2 et donc une sous-expression de PDF1.2. A l'inverse, en
présence de GA les protéines DELLA sont dégradées, JAZ peut alors se lier a MYC2,
entrainant ainsi 'expression des génes JA-dépendants (Navarro et al. 2008).
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3. LA REPONSE HYPERSENSIBLE

Indépendamment de la voie hormonale déclenchée, la réponse de la plante peut
se conclure par la mise en place d’une mort cellulaire au niveau du site de l'infection.
Cette mort cellulaire permet de restreindre ’acceés d'agents pathogénes aux nutriments et
donc d’éviter la propagation de linfection aux cellules adjacentes. Ce phénomeéne est
appelé Réponse Hypersensible (HR) et est un type de mort cellulaire programmeée
(Progammed Cell Death, PCD).

La PCD est indispensable au développement végétal. Des phénoménes de mort
cellulaire programmeée permettent d’obtenir la forme des feuilles, le développement des
vaisseaux conducteurs du xyléme (Ye 2002) ou bien 'auto-incompatibilité au cours de la
germination du pollen (Thomas & Franklin-Tong 2004).

Chez les mammiferes, il existe quatre types de PCD (Mukhtar et al. 2016).
(Figure 7)

Le type I ou apoptose, processus le plus documenté, correspond a un ensemble
de transformations de la cellule qui incluent une pycnose (réduction du volume cellulaire),
une condensation de la chromatine, la fragmentation du noyau et une modification de
I'ultra structure qui entraine la fragmentation de la cellule en corps apoptotiques. Ces
derniers sont ensuite dégradés par les enzymes lysosomales dans les cellules circulantes
(phagocytes). De plus, 'apoptose est souvent associée a ’action de caspases (Fagundes et
al. 2015) qui fragmentent 'ADN en oligonucléosomes (Galluzzi et al. 2011).

Le type II est caractérisé par l'autophagie non-régénérative qui conduit a une
rupture du lysosome et le déversement de composés toxiques dans le cytoplasme,
aboutissant ainsi a la dégradation du contenu cellulaire de l'intérieur.

Le type III est défini par une nécrose programmeée. Il est connu sous le nom de
nécroptose. A l'inverse des deux premiers types, il y a, dans ce processus, un gonflement
des organites et une rupture de la membrane plasmique.

Le dernier type de PCD, la pyroptose, a été récemment décrit (Inoue & Tani
2014) comme étant modulé par la caspase 1. Elle présente, d'un point de vu
morphologique, des caractéristiques a la fois de la nécroptose et de ’apoptose.

Alors que les différents types de mort cellulaire sont trés bien décrits chez les
mammiféres, la mort cellulaire déclenchée dans un contexte de HR ne peut pas étre,
aujourd’hui, décrite avec les mémes termes. En effet, la présence d'une paroi et de
chloroplastes dans la cellule végétale ainsi que l'absence de cellules circulantes ne
permettent pas de rattacher la PCD végétale a un type de mort cellulaire animale (Reape
et al. 2008). Par exemple, les corps apoptotiques ne pouvant étre phagocytés, la plante
stocke des composés autolytiques dans la vacuole ce qui conduit a terme a la dégradation
du contenu cellulaire. Dun point de vu morphologique, la HR présente des
caractéristiques a la fois de la pyroptose et de la nécroptose (Coll et al. 2011). Bien que de
nombreux travaux ont été menés pour tenter d’identifier les mécanismes moléculaires se
déroulant durant la HR, les voies de signalisations impliquées ne sont pas clairement
définies. Il semblerait, toutefois, que le niveau d’accumulation de SA dans les cellules et la
production de ROS soient impliqués dans le déclenchement de la HR (Wu et al. 2014).
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Figure 7 Comparaison morphologique simplifiée, des principaux types de mort
cellulaire animale et végétale

Chez les animaux (a gauche), plusieurs formes de mort cellulaire présentent des
bourgeonnement qui sont ensuite éliminés par les phagocytes circulants. Cependant, chez
les plantes (a droite), la paroi cellulaire empéche la formation de vésicules, et a la place le
contenu cellulaire est éliminé par une vacuole lytique. Certaines caractéristiques, telles
que la fragmentation nucléaire et le gonflement / dégradation des organites sont
conservés. La réponse hypersensible est une forme hybride de mort cellulaire,
ressemblant a pyroptosis chez les animaux, et affichant des caractéristiques a la fois de
I'apoptose et de la nécroptose des plantes.

( D'apres Mukhtar et al. 2016)
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4. LA RESISTANCE SYSTEMIQUE ACQUISE

Bien que ne possédant pas de cellules circulantes, les plantes peuvent diffuser
I'information d’une infection a I’ensemble de 'organisme. Ce processus est connu sous le
nom de SAR (Systemic Acquired Resistance) (Fu & Dong 2013). Le déclenchement de la
défense de la plante, suite a la reconnaissance d'un bio-agresseur au niveau du site de
I'infection, entraine la synthése de molécules signal de nature trés variées. Ces molécules
possédent une action hormonale, elles sont donc acheminées vers ’ensemble des organes
de la plante via le phloéme, ou elles induisent I’'accumulation de SA (Delaney et al. 1994).

Récemment, un métabolite essentiel a l'établissement de la SAR (l’acide
pipécolique, PIP) a été mis en évidence comme étant a l'origine du déclenchement de
réaction qui peuvent étre non dépendante du SA (Ding et al. 2016). Ainsi, la SAR va
aboutir a des modifications de I’ADN telles que la meéthylation des histones et la
modification de la compaction de la chromatine (Jaskiewicz et al. 2011). Ces modifications
entrainent un effet mémoire, ou « priming » immunitaire, engendrant une induction plus
forte et plus rapide en cas de nouvelle exposition au parasite (Reimer-Michalski &
Conrath 2016; Spoel & Dong 2012).

5. STRATEGIE DE CONTOURNEMENT DES DEFENSES MISE EN PLACE PAR LES BIO
AGRESSEURS

Une des stratégies mises en place par les parasites afin de contourner la défense
est la sécrétion de molécules qui interférent spécifiquement avec la physiologie des
plantes. Ces molécules sont nommées effecteurs, leur fonction majeure est de supprimer
la défense des plantes (Gohre et Robatzek 2008) afin d’établir la sensibilité a 1'agression,
connue sous le terme de ETS (Effector-Triggered Susceptibility).

Il existe plusieurs stratégies de sécrétion de ces effecteurs (Figure 8). Certaines
bactéries, par exemple, possédent un complexe protéique, le systéme de sécrétion de type
III (T3SS), qui leur permet d’injecter les effecteurs directement dans le cytoplasme des
cellules hotes (Tang et al. 20006).

Les oomycétes ayant une phase biotrophe dans leur cycle de vie, ils développent
des structures d’échanges a l'intérieur des cellules, les haustories, augmentant ainsi les
sécrétions d’effecteurs dans les cellules (Chaudhari et al. 2014).

De la méme maniére, les nématodes phytoparasites semblent injecter des
effecteurs dans la plante via leurs stylets. Ces effecteurs vont permettre la formation de
sites nourriciers en modulant l'expression de nombreux génes impliqués dans la
physiologie de la plante, dans le cycle cellulaire et dans la défense (Hewezi & Baum 2012).

Il existe difféerentes stratégies de contournement des défenses de la plante,
meédiées par des effecteurs.
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Figure 8 Différents modes de sécrétion des effecteurs.

Chez les organismes phytopathogénes. Les bactéries a Gram négatif injectent des
effecteurs dans les cellules végétales a 'aide d’'une seringue moléculaire, le systéme de
sécrétion de type III (gauche). Certains champignons et oomycétes sécrétent des effecteurs
a partir de structures spécialisées, les haustoris (centre). Les nématodes produisent des
effecteurs dans les glandes de sécrétion, qui semblent étre injectés dans les cellules
végétales par le stylet (droite).

(D’apreés Torto-Alalibo et al. 2009)

Perturbation de l'expression des genes

Certains pathogeénes sont capables de produire des effecteurs a localisation
nucléaire. On peut citer, parmi les plus connus, la famille des effecteurs TAL
(Transcripiton Activator-Like) produits par les especes du genre Xanthomonas. Ils sont
constitués d'un domaine de liaison a ’ADN, d’un domaine d’adressage au noyau et dun
domaine d’activation spécifique des facteurs de transcription (Boch & Bonas 2010). Grace
a leur structure, les effecteurs TAL sont en mesure d’activer la transcription de certains
génes apres liaison a leur promoteur. On peut citer par exemple l’effecteur TAL HsvG des
bactéries Pantoea qui active l'expression du géne HSVGT chez Gypsophila paniculata,
induisant la formation de galles (Nissan et al. 2012). En outre, les effecteurs TAL sont
aussi connus pour leurs utilisations dans des applications d’édition de génes. En effet,
une séquence d'acides aminés spécifique pour une séquence nucléique, couplé au
domaine catalytique de l'endonucléase Fokl, permet de créer des Nucléases TAL
Effectrices (TALENs) qui permettent, par exemple, de faire de la délétion de geénes cibles
(Bogdanove 2014).
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Dérégulation du trafic vésiculaire

Un autre mécanisme de contournement des défenses peut étre la perturbation
du trafic vésiculaire. Pour exemple, 'effecteur HopM1 de P. syringae s’accumule dans les
structures de tri de la voie d’endocytose des plantes (Nomura et al. 2011). Chez A.
thaliana, HopM1 se lie a la protéine MIN7, élément clef du trafic vésiculaire, et notamment
impliquée dans lapposition de callose (Gangadharan et al 2013), et entraine son
élimination.

Mimétisme moléculaire

Il existe aussi des processus de mimétisme moléculaire par lesquels les bio-
agresseurs parviennent a interférer avec le meétabolisme de ’hote en sécrétant des
molécules qui présentent de fortes similitudes avec certains métabolites végétaux. On
peut citer pour exemple la coronatine, synthétisée par la bactérie Pseudomonas syringae,
qui agit comme un analogue du jasmonate-isoleucine (Zheng et al. 2012). La coronatine
active la signalisation JA-dépendante et supprime ainsi la signalisation de la voie SA, voie
efficace contre cette bactérie (Geng et al 2014). Une étude récente a montré que le
champignon Magnaporthe oryzae produit et sécréte des cytokinines capables d’interagir
avec la voie des cytokinines végétales pour réduire la défense des plantes (Chanclud et al.
2016).

Modulation des voies hormonales

Le dernier exemple de contournement de voie de défense est l’action sur les
voies hormonales. Comme déja abordé, certains agents pathogénes synthétisent eux
méme des analogues aux voies hormonales chez la plante.

Mais certains parasites modulent la physiologie de la perception des hormones.
Les nématodes, par exemple, redirigent les flux d’auxine dans les racines pour établir le
site nourricier (Kyndt et al. 2016). Cependant, bien que ne concernant pas directement la
modulation des voies de défense, un des exemples de modulations des voies hormonales
les plus impressionnants a été décrit chez la plante Boechera stricta. Pour attirer les
insectes qui dispersent ses spores, le champignon Puccinia monoica induit une
modulation de la biosynthése de nombreuses hormones (et d’autre composés), ce qui
conduit a la formation d’un organe ressemblant a une fleur (Cano et al. 2013).

Il est intéressant de noter que des effecteurs différents d’agents pathogeénes
éloignés sur le plan phylogénétique, peuvent avoir les mémes cibles chez une plante. Ces
cibles sont fréquemment des molécules clefs pour le métabolisme de ’h6te (Mukhtar et al.
2011).
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Chapitre 3. Interaction Puceron-Plante

Comme indiqué précédemment, linteraction puceron-plante implique une
pénétration des stylets dans la plante afin de sonder l'espéce végétale. Ce comportement
de sondage est trés bien documenté. Il sert notamment a tester le pH et la teneur en sucre
et en acides aminés des cellules, pour se diriger vers le phloéme (Tjallingii 2006; Hewer et
al. 2011; Will et al. 2013). Lors d’une interaction incompatible, ce comportement de
sondage a lieu, mais les défenses des plantes sont déclenchées et les pucerons sont
incapables d’atteindre le phloéme et de s’en nourrir avec succeés. Lorsque 1’association
plante-puceron est compatible, les défenses des plantes semblent étre supprimées ou
amoindries et l'interaction se poursuit.

La communauté scientifique réalise actuellement des efforts conséquents pour
élucider les interactions moléculaires entre pucerons et plantes. Toutefois, les données
disponibles a ce jour sont fragmentaires et parfois contradictoires. Dans le texte ci-
dessous, je ne vais pas présenter I’ensemble des informations disponibles, mais résumer
I’état des connaissances sur les processus majeurs.

1. LES DEFENSES MISES EN PLACE CONTRE LES PUCERONS

Les mécanismes impliqués dans la reconnaissance des pucerons par les plantes
sont encore largement inconnus et, a ce jour, aucun PAMP de puceron n’a été caractériseé.
Par contre, un travail récent a révélé qu'une protéine produite par le symbiote Buchnera
était susceptible de deéclencher une PTI (Atamian et al. 2013; Chaudhary et al. 2014,
Elzinga et al. 2014). Cette protéine, GroEL, est une chaperonine bactérienne trés
conservée, identifiée dans la salive des pucerons de pomme de terre Macrosiphum
euphorbiae. Son infiltration dans des feuilles d’A. thaliana induit des dépots de callose, un
burst oxydatif et la sur-expression de génes marqueurs de la PTI (Chaudhary et al. 2014).
De plus, lexpression de GroEL par des plants de tomates ou d’A. thaliana conduit a la
réduction de fécondité des pucerons M. euphorbiae et M. persicae, respectivement
(Chaudhary et al. 2014). Comme suggéré par les auteurs, les pucerons seraient donc en
quelque sorte « trahis » par leurs symbiotes primaires. Il est cependant probable que de
nombreuses autres molécules produites par les pucerons puissent étre reconnues et
initier une réponse de défense chez les plantes, et les travaux futurs devront les identifier.

En ce qui concerne '’étude des réponses hormonales des plantes lors d’une
attaque par des pucerons, le modéle A. thaliana / M. persicae, a particuliérement été
utilisé pour étudier les mécanismes moléculaires de linteraction. Dans de nombreux
travaux, il a été démontré que la voie SA est déclenchée lors de l'alimentation de M.
persicae, avec notamment une induction de ’expression du géne PR1 (De Vos et al. 2005,
2007; Kerchev et al. 2013). Si l'on considére l’effet antagoniste attendu des voies SA et JA,
ces résultats s’opposent a d’autres travaux montrant une activation de la voie JA lors de
cette interaction (Ellis et al. 2002).De méme, certains auteurs ont suggéré que l’activation
de la voie SA serait un moyen d’inhiber la voie JA (De Vos et al. 2007). Toutefois, des
travaux plus récents ont démontré qu’une augmentation de la voie SA chez A. thaliana
provoque une diminution de reproduction des pucerons (Kerchev et al. 2013). Ainsi,
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l’activation de la voie SA serait bien une défense mise en place par la plante et efficace
contre les pucerons.

Une autre observation qui pourrait appuyer limplication de la voie SA dans la
réponse aux pucerons est la forte sur-expression du géne PAD4 lors de linteraction
(Pegadaraju et al. 2007). Cette sur-expression est détectable rapidement aprés la mise en
place de l'interaction et elle est localisée autour des gaines salivaires des pucerons (Louis
et al. 2012a; Louis et al. 2012b). De plus, les mutants pad4 sont plus sensibles aux
pucerons. Toutefois, il est a noter que dans ce cas, limplication de PAD4 semble
indépendante de son interactant EDSI1 et de la signalisation SA (Louis & Shah 2015). Les
facteurs qui induisent la sur-expression de PAD4 lors d’une interaction avec des pucerons
sont encore inconnus, mais ils semblent étre une clef importante dans la compréhension
de l'interaction entre linsecte et la plante.

La possible implication d’autres voies hormonales dans la défense contre les
pucerons est encore trés peu documentée. On peut citer par exemple, 'observation d'une
forte accumulation d’auxine lors de l'interaction avec M. persicae (Kim & Jander 2007). De
méme, la voie de I’éthyléne pourrait étre impliquée car une étude montre que des plants
de mais produisant plus d’ET s’avérent moins sensible aux pucerons Rhopalosiphum
maidis (Casteel et al. 2015; Louis & Shah 2015). Cependant, la voie de 'ET n’a jamais été
décrite comme étant induite en réponse a un puceron et les mécanismes moléculaires
d'un potentiel effet de 'ET sur les pucerons sont inconnus a ce jour.

En conclusion, les mécanismes de défense mis en place par les plantes lors
d’'une attaque de pucerons sont encore loin d’étre élucidés et de nombreux travaux sont
encore nécessaires. Parmi les facteurs qui freinent une compréhension globale, on peut
citer la grande diversité des modeéles étudiés et des protocoles utilisés, ainsi que la
complexité de ces interactions.

2. LE CONTOURNEMENT DES DEFENSES PAR LE PUCERON

Comme détaillé précédemment, le comportement alimentaire des pucerons
implique des séries de prélévements, lors des piqures dans les cellules de I’épiderme, du
meésophylle et des tissus vasculaires, ainsi que des injections de salive. La salive est
sécrétée dés que les insectes entrent en contact avec le tissu végétal et se poursuit tout au
long des processus de sondage et d’alimentation (Moreno et al. 2012). Les composants
salivaires constituent donc un élément essentiel dans les interactions moléculaires entre
la plante et le puceron.

La salive aqueuse contient de nombreux éléments : des enzymes, telles que des
pectinases, cellulases et oligosaccharases mais également des enzymes d’oxydation et de
réduction (phénol oxydase, glucose oxydase, peroxydase) (Carolan et al. 2009, Harmel et
al. 2008a). Les activités pectinases et cellulases pourraient jouer un rdle dans la
progression du stylet en dégradant les lamelles moyennes des paroies mais il a été montré
que la progression du stylet est plus rapide que l’activité enzymatique (Will et al. 2009;
Cherqui & Tjallingii 2000). Les polyphénoloxydases et les peroxydases constituent la
deuxieme classe d’enzymes dont les activités ont été identifiées dans les sécrétions de
plusieurs espeéces de pucerons (Urbanska et al. 1998). Ces enzymes permettent de
dégrader les composés phénoliques libérés par les tissus endommagés de la plante. La
présence dune glucose-oxydase a également été montrée dans la sécrétion salivaire de M.
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persicae (Harmel et al. 2008Db). Cette enzyme oxyde le glucose, en libérant de 1'H2O-
stimulant 'accumulation de SA (Vandenabeele et al. 2003).

En plus de ces différentes enzymes, il semble trés probable que les pucerons
délivrent de nombreux effecteurs dans les tissus de 1’hote pour moduler la défense et
établir l'interaction via leur stylet (Figure 9). La récente disponibilité des ressources
génétiques sur les pucerons a stimulé de nombreuses études transcriptomiques ou
protéomiques visant a établir des catalogues de protéines salivaires qui pourraient étre
des effecteurs potentiels (Elzinga & Jander 2013; Atamian et al. 2013; Bos et al. 2010).

Will et ses collaborateurs (Will & van Bel 2008; Will et al. 2009) ont été les
premiers a mettre en évidence que deux protéines salivaires empéchent in vitro I'occlusion
des tubes criblés des tissus phloémiens. Ces effecteurs possédent un domaine de liaison
au calcium pouvant ainsi faire varier la concentration en Ca2+ dans les tubes criblés. Cela
modifie la conformation des forisomes (inclusions protéiques) qui passent dun état
contracté (tubes criblés obstrués) a un état relaché (tubes criblés ouverts).

D’autre part, la protéine Mpl0 a également été identifiée chez M. persicae (Bos
et al. 2010). La fonction de Mp10 n’est pas connue, mais sa sur-expression transitoire en
tabac induit une mort cellulaire localisée et supprime la production de ROS. Cependant,
fait intriguant, la sur-expression de MplO en plante entraine une diminution de la
reproduction des pucerons.

Une autre protéine inconnue, C002, identifiée chez M. persicae et A. piusm,
semble, elle, favoriser l'infection par le puceron lorsqu’elle est sur-exprimée en plantes
(Bos et al. 2010; Mutti et al. 2008). De plus, il a été mis en évidence que la sous-
expression, par ARN interférent, de CO02 chez A. pisum, entraine une mortalité
importante dans les populations et montre que les pucerons ont des difficultés a atteindre
le phloéme (Mutti et al. 2008).

Enfin, il a été démontré que leffecteur MpSS de M. persicae, facilite la
reproduction des pucerons lors de sa sur-expression en plante. Les plantes mutantes sur-
exprimant cette protéine présentent une diminution des dépots de callose ainsi qu’une
diminution de 'accumulation d’H202 en réponse au puceron.
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]

Figure 9 Schéma simplifié de I’interaction plante-puceron.

Les stylets des pucerons péneétrent dans la feuille en déjouant les défenses préformées
telles que les trichomes et les cires. Les stylets suivent une voie essentiellement
extracellulaire tout en sondant les cellules pour localiser le phloéme. La plupart des
cellules sont perforées le long du trajet du stylet, y compris les cellules du phloéme. La
salive, contenant les effecteurs, est sécrétée dans les différents types cellulaires, ainsi que
dans l'apoplasme. Pendant les ponctions test, effecteurs intracellulaire interagissent avec
des cibles pour moduler des processus cellulaires de I'note. Dans les interactions
incompatibles, ces effecteurs peuvent étre reconnus, ce qui conduit a une immunité de la
plante, par formation de callose et production d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS). En
outre, la plante peut percevoir des éliciteurs du puceron, au moyen de récepteurs PRR.
(D'aprés Jaouannet et al. 2014)

En conclusion, des progrés significatifs ont récemment été accomplis dans la
caractérisation des constituants salivaires de pucerons et de leur roéle potentiel dans
I'interaction. Cependant, la nature biochimique et les fonctions précises des effecteurs
identifiés doivent encore étre élucidées. De plus, différentes études de transcriptomique et
protéomique montrent une grande complexité des constituants salivaires (i.e. plus d’'une
centaine de protéines (Jaouannet et al. 2015; Carolan et al. 2011; Thorpe et al. 2016)) et
I'ensemble de ces constituants devra étre exploré.
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Chapitre 4. Les Cytokines MIF

Les meétazoaires doivent se défendre contre un large panel de pathogénes
(bactéries, virus, parasites, champignons...). La premiére lignée de défense (immunité
innée) est considérée comme un systéme primitif (Medzhitov & Janeway 1997), apparu
avant la séparation entre les vertébrés et les invertébrés. Chez les vertébrés, la réponse
immunitaire est composé d’une immunité innée et d’'une immunité adaptative (Janeway
2001). 'immunité innée est constituée de barriéres naturelles telles que les épithéliums et
I’épiderme, et d'un ensemble de cellules circulantes comme les macrophages, les cellules
dendritiques ou les polynucléaires. Ces cellules interviennent dans les premiéres heures
qui suivent linfection. De la méme manieére que chez les végétaux, les PAMPs sont
reconnus par des récepteurs PRR. En revanche, ces récepteurs sont présents au niveau
des cellules spécialisées du systéme immunitaire. Les PRR peuvent étre ancrés a la
membrane plasmique, comme les TLR (Toll Like Receptor), ou étre cytoplasmiques comme
les NLR.

La reconnaissance de PAMPs entraine la mise en place de la réaction
inflammatoire, qui se traduit, entre autre, par la production de cytokines et une
phagocytose des agents pathogénes. Les cytokines sont des protéines ayant un role dans
la communication entre les cellules. Elles sont sécrétées par des cellules immunitaires et
peuvent agir de maniére autocrine (action sur la cellule qui les synthétise) ou de maniére
paracrine (qui agit sur les cellules adjacentes). Les cytokines favorisent la réaction
inflammatoire en recrutant des cellules circulantes sur le site de linflammation et en
activant la production d’autres cytokines pro ou anti-inflammatoires (Kimbrell & Beutler
2001).

Si l'infection ne peut étre bloquée, des cytokines pro-inflammatoires participent
également a l’activation de I'immunité adaptative. La production de cytokines est donc
essentielle a la mise en place et au contrdle de la réponse immunitaire.

1. LES CYTOKINES MIF CHEZ LES MAMMIFERES

En 1966, MIF pour « Macrophage Migration Inhibitory Factor » est la premiére
cytokine décrite et la fonction alors observée est celle d'un inhibiteur de la migration
cellulaire (David 1966; Bloom & Bennett 1966). Jusqu’en 1989, date de son clonage, son
role n’a pas été clairement identifié (Weiser et al. 1989) et c’est en 1993 que MIF a été
redécouvert (Figure 10). Il est alors démontré que la protéine MIF est sécrétée par
I’hypophyse en cas de challenge immunitaire aux LPS, montrant ainsi son role comme
meédiateur dans la réponse immunitaire (Bernhagen et al. 1993). En 1999, les premiéres
souris KO pour MIF sont générées (Bozza et al. 1999). Ces souris semblaient en bonne
santé et ne montraient pas de phénotype développemental mais elles étaient plus
résistantes a un challenge immunitaire par des bactéries provoquant un choc septique.
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Description de nombreux

Description de MIF est redécouvert Structure 3D modeles d'implication du

I'activité de dans!es sécrétions de cristallographiée MIF humain
MIF I'hypophyse

1966 1989 1991 1994 1996 1999 2000 2003 2016

Clonage de
'ADNc du MIF Macrophages u?umme Génération de Découverte du
: une source majeur du . .
humain MIF souris KO pour MIF récepteur CD74

Figure 10 Frise temporelle des avancées dans les recherches sur le MIF humain.

(Retravaillée d’apres Calendra & Roger, 2003)

Structure du gene MIF et de la protéine associée

Chez ’homme, il n'existe quun seul géne MIF localisé sur le chromosome 22
(22q11.2) (Weiser et al. 1989). Chez la souris, il existe plusieurs pseudogeénes et un gene
MIF sur le chromosome 10 (Kozak et al. 1995). Le géene MIF est composé de 3 exons et
posséde, au niveau de son promoteur, des séquences consensus de liaison a ’ADN pour
différents facteurs de transcription (Calandra & Roger 2003) (Figure 11). Un seul ARNm
de MIF d’environ 0.8Kb est retrouvé. L’ARNm code pour une protéine de 114 acides
aminés, non glycosylée (12.5KDa).

ATG
GATA AP1 SP1 GATA GATA GATA AP1 CREB CREB I—b
|
5| EI:I ﬁ | | | | | | [ | 3
' | | |
NF-kB SP1 ETSETS SP1SP1  +97

Figure 11 Structure du géne du MIF humain

Le géne MIF humain est composé de trois exons (vert) et deux introns (rose). Sa région 5°
contient plusieurs séquences consensus de liaison a 1I'ADN, pour des facteurs de
transcription, notamment la protéine d'activateur 1 (AP1), facteur nucléaire kappa B (NF-
kB), ETS, GATA, SP1 et é€lément de réponse AMPc binding protein (CREB). (D’aprés
Calendra & Roger, 2003)

37



Partie Il : Contexte Bibliographique

Les études de cristallographie des protéines humaines et de rongeurs indiquent
que la cytokine MIF forme un trimére (Sun et al. 1996; Suzuki et al. 1996) et que les
formes monomériques ou dimériques coexistent en solution mais ne sont pas les formes
actives et prédominantes (Philo et al. 2004). La structure tridimensionnelle de MIF
présente de grandes similarités de structure avec les protéines bactériennes 4-OT (4-
oxalocrotonate tautomerase) et CHMI (5-carboxymethyl 2-hydroxymuconate isomérase)
(Rosengren et al. 1997), qui font partie de la super-famille des tautomérases (Figure 12).
De plus, toutes les cytokines MIF possédent un résidu Proline en position 2 (avant clivage
de la méthionine) qui constitue l'entrée de la poche catalytique, responsable de l’activité
tautomérase (Rosengren et al. 1997). 11 a été démontré que ce site catalytique est
important pour la capacité inflammatoire de MIF, mais le mécanisme sous-jacent n’est
pas encore connu. Par exemple, I'inhibiteur de MIF, ISO-1 (S, R-3-(4-hydroxyphenyl) -4,5-
dihydro-5-isoxazole acetic acid methyl ester) qui se fixe au site catalytique, inhibe 1’action
de MIF sur l'induction d’autres cytokines pro-inflammatoires comme TNF-alpha (Lubetsky
et al. 2002).

Top view of MIF Top view of 4-OT

Figure 12 Comparaison des structures tridimensionnelles
des protéines MIF humain et du 4-OT bactérien.

Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF ; a gauche haut et bas) forme un
homotrimére et sa structure présente de forte homologue avec lisomerases 4-
oxalocrotonate tautomérase bactérien (4-OT ; a droite haut et bas). (D’aprés Calandra et
Roger, 2003)
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Profil d’expression et de sécrétion

Les lymphocytes T (Bloom & Bennett 1966), ’hypophyse (Bernhagen et al. 1993)
et les macrophages (Calandra et al. 1994) ont initialement été décrits comme principale
source d’expression des MIF. On sait aujourd’hui que le profil d’expression est plus large.
MIF est produit dans la majorité des cellules de Iimmunité, mais aussi dans toutes les
cellules en contact avec l'environnement extérieur (la peau, I’épithélium gastro-intestinal,
les poumons, ...) et au niveau du coeur et du pancréas.

Contrairement aux autres cytokines, MIF est exprimé constitutivement et il est
stocké dans des vésicules, ce qui permet une action plus rapide qu’avec une synthése de
novo. Il est a noter que MIF ne posséde pas de signal de sécrétion, ce qui suggere qu’il
emprunterait une voie « non conventionnelle » de sécrétion. En effet, il a été démontré que
des inhibiteurs des voies de sécrétions « classiques », tel que le bréfeldine A, ne bloquent
pas la sécrétion de MIF contrairement aux inhibiteurs « non conventionnels » agissant sur
le systéme ABC transporteur, comme la probénicide (Flieger et al. 2003).

Récepteur de MIF

Le récepteur de MIF a été mis en évidence en 2003 (Leng et al. 2003), il s’agit de
CD74. CD74 est connu pour étre la chaine invariable du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II (MHC II). C’est une protéine transmembranaire de 40KDa,
exprimé sous forme de trimeére, mais le mécanisme précis de la transduction du signal est
inconnu. Le domaine intracellulaire de CD74 est court (46 acides aminés) et ne posséde
pas de domaine d’interaction kinase ni de motifs d’activation de seconds messagers
(Anderson et al. 1999). Des études ont montré que CD74 agit avec des co-récepteurs
impliqués dans la transduction du signal, comme CD44 (Shi et al. 2006), CXCR4
(Bernhagen et al. 2007) et CXCR7 (Tarnowski et al. 2010).

Mode et Champs d’action

L’étude de la littérature concernant les fonctions de MIF montre qu’il s’agit
d’'une molécule extrémement pléiotrope.

MIF est largement étudié pour son implication dans différentes maladies
inflammatoires comme l'asthme (Yamaguchi et al. 2000), les lupus (Burger-Kentischer et
al. 2002), dans de nombreux cancers (Meyer-Siegler et al. 2007; Subbannayya et al
2015), ainsi que dans des troubles métaboliques tels que le diabéte de type 2 et 'obésité
(Finucane et al. 2012). De ce fait, une étude a proposé l'utilisation de MIF comme moyen
de diagnostic du diabéte de type 2 (Herder et al. 2006). En effet, chez des patients atteints
d’'un diabéte non insulino-dépendant, la concentration en MIF dans le plasma est
fortement supérieure a celle de patients sains. MIF a été localisé a l'intérieur des cellules 3
du pancréas, dans les granules sécrétant 'insuline. MIF semble avoir un effet régulateur
du glucose dépendant de la sécrétion autocrine d’insuline (Stosic-Grujicic et al. 2008,;
Morrison & Kleemann 2015).

I1 a aussi été démontré que MIF est induit par les glucocorticoides (GC)
(Calandra & Roger 2003). Par ailleurs, lors du traitement de l’encéphalomyélite auto-
immune, il a été montré que MIF bloque, de par son action pro-inflammatoire, 1’effet
immunosuppresseur que provoquent les GC sur les lymphocytes T encéphalitogénes (Fan
et al. 2014). Cependant, les mécanismes moléculaires par lesquels MIF interfére avec les
GC sont encore mal décrits.

Une revue récente montre que MIF est impliqué dans 49 voies de signalisations
différentes, interagit avec 68 molécules et que l'expression de 65 génes est régulée par MIF
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(Subbannayya et al. 2016). Dans la suite de cette partie, seule les fonctions de MIF liées a
I'immunité seront détaillées.

Réle de MIF dans l'immunité

Chez les mammiféres MIF posséde donc de nombreuses fonctions dont certaines
ne sont pas encore élucidées, et son mode d’action est complexe.

La Figure 13 présente un schéma simplifié du mode d’action de MIF dans
I'immunité des mammiféres. On sait que MIF peut exercer ses effets biologiques via son
récepteur ou via une voie non classique d’endocytose. Parmi les fonctions les mieux
décrites on peut citer I’activation de la voie MAPK qui conduit a I’activation de 'expression
génique, a la prolifération cellulaire mais aussi a l'inhibition de ’'apoptose pS3 dépendante
(Xu et al. 2013).

L’interaction de MIF avec le récepteur CD74 et le co-récepteur CD44, induit la
phosphorylation de MAPK ERK1/ERK2 (Lue et al. 2006, Mitchell et al. 1999). Cette
activation conduit a la phosphorylation d’'un facteur de transcription, Elk-1, qui conduit a
l'expression du récepteur TLR4 (Roger et al. 2005). TLR4 reconnait les endotoxines
bactériennes, sa surproduction permet ainsi aux cellules une réponse rapide a une
infection (Figure 13).

\K MIF 44

L“J ‘“Aumri”e CD74 «cpus

TLR4
v I \
JAB1 IERK1IZ\
cPLA2 EIkd
N[ TLRS 7

Cycline D1 . RGO
Prolifération Voie JNK COox2

cellulaire

Synthése

IL et TNFa p53

Inhibition de
I'apoptose

Figure 13 Schéma simplifié des actions du MIF humain dans le systéme immunitaire

L’homotrimere MIF peut agir en se fixant a son récepteur, CD74, ou étre internalisé. La
fixation a son récepteur conduit a 'activation d’ERK1/2 et active 4 types de réponses : La
prolifération cellulaire via la cycline D1. La syntheése d’interleukine et de TNFa, par la voie
JNK. L’inhibition de 'apoptose p53 dépendant l’activation de la cyclooxygénase 2 (COX2)
via la cPLA2. L’activation de la synthése du récepteur TLR4, qui permet de reconnaitre les
endotoxines bactériennes MIF peut aussi interagir, indépendamment de son récepteur,
avec JAB1 pour exercer un rétrocontrole négatif sur sa propre action.
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L’activation de ERK1/2 induit également I’activation des molécules effectrices de
la réponse inflammatoire, telle que la phospholipase cytoplasmique A2 (cPLA2). Cette
derniére est indispensable a la production des prostaglandines qui activent la voie JNK (c-
jun N terminal Kinase), nécessaire a la production de TNF-alpha et d’interleukine (Figure
13).

L’action de MIF sur la voie MAPK conduit a un maintien du processus
inflammatoire en facilitant 1’élimination des bactéries sur le site de linfection et le
recrutement cellulaire. De plus, la voie MAPK permet d’activer la cycline D1 qui permet
une prolifération cellulaire accrue (Figure 13).

Au-dela de l’activation de la réponse pro-inflammatoire, MIF agit comme un
régulateur négatif sur le géne suppresseur de tumeurs p53 (Mitchell & Bucala 2000). La
protéine p53 est impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire dans la transition phase
G1/S. En cas de dommage a I’ADN, la voie pS3 est activée, ce qui conduit a un arrét du
cycle cellulaire et, si les dégats ne sont pas réparables, a un déclenchement de I'apoptose
dite p53-dépendante. Hors contexte immunitaire, une accumulation de NO dans une
cellule conduit a une accumulation de protéines p5S3 dans le noyau et au déclenchement
d’'une mort cellulaire. Dans le contexte d'une réponse immunitaire, la forte production de
NO permettant aux macrophages de détruire les agents pathogénes devrait également
conduire a l'apoptose et donc a la mort de ces cellules immunitaires. MIF empéche
l'accumulation de p5S3 et 'apoptose des macrophages, ce qui participe donc au maintien
du processus inflammatoire (Hudson et al 1999; Jung et al 2008; Salminen &
Kaarniranta 2011). (Figure 13).

Par ailleurs, MIF peut aussi agir indépendamment dun récepteur. Apres
endocytose, MIF peut interagir avec la protéine cytoplasmique JAB-1 (Jun activation
domain-binding protein 1), qui régule négativement la voie des MAPK ERK1/2, créant un
rétrocontrole de l'effet de MIF (Kleemann et al. 2000) (Figure 13).

MIF, un médiateur entre réponse immunitaire et choc septique

Un exemple qui est particulierement intéressant pour illustrer la complexité des
fonctions de MIF et son role de médiateur dans le systéme immunitaire, est 'exemple du
choc septique.

Le choc septique est une pathologie causée par le systéme immunitaire lui-
méme. En effet, lors d’'une infection bactérienne ou virale trop importante, le systéme
immunitaire déclenche une réponse inflammatoire hors-norme. Celle-ci se traduit par une
sécrétion importante de TNF, d’interleukines, de prostaglandines et de NO, provoquant
une hypoxie des tissus, des défaillances cardiaques et pouvant conduire au déces.

Des études ont mis en évidence qu’a bas niveau d’infection (en dessous du seuil
de choc septique), les souris KO MIF ne survivaient pas, par défaut de réponse
immunitaire (Calandra et al. 1998; Satoskar et al. 2001; Oddo et al. 2005). A contrario,
chez une souris sauvage, le systéme immunitaire fonctionnel permet de résister au bas
niveau d'infection. Cependant, si des protéines MIF sont injectées dans ces mémes souris
sauvages, le faible niveau d'infection provoque un choc septique mortel.

En revanche, si I'on provoque une péritonite (haut niveau d’infection), alors que
les souris sauvages meurent de choc septique, les souris KO pour MIF ne déclenchent pas
de réponse immunitaire et survivent. Le méme résultat est observé si l'on injecte des
anticorps anti-MIF jusqu’a 8h apres le début de l'infection. (Figure 14)
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Figure 14 Role de MIF dans le controle du choc septique.

MIF est nécessaire pour lutter contre l'infection causée par une faible dose d’inoculum.

(a) Par rapport aux souris sauvages, les souris KO MIF sont entravées dans la production
d’interleukine, ce qui entraine une incapacité a éradiquer l’infection, et meurt d’une
septicémie. (b) L'administration de MIF recombinant a des souris sauvages, augmente
également la mortalité, da a une faible dose d’inoculum. (c) Les souris KO MIF sont
résistantes au choc septique induit par une péritonite (haut niveau d’infection). (d) Les
anticorps MIF protégent les souris sauvages du choc septique.

(Retravaillée d’apres Calandra et Roger, 2003)

Pour résumer, chez les mammiferes, MIF est un médiateur crucial de la réponse
immunitaire innée. Son profil d’expression large et sa particularité d’expression lui
conferent la capacité de répondre trés rapidement aux stimuli environnementaux. Son
importance dans la réponse immunitaire est appuyée par sa conservation dans le régne
animal et végétal, En effet, on retrouve des homologues de MIF chez tous les vertébrés,
chez certains invertébrés et également chez des plantes (Du et al. 2004).
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2. MIF CHEZ LES INVERTEBRES

L’immunité des invertébrés

Le systéme immunitaire des invertébrés implique des cellules circulantes, de
type macrophage, généralement appelées hémocytes. De la méme maniére que chez les
vertébrés ou chez les plantes, la reconnaissance des agents pathogénes se fait par des
PRR. Certains PRR sont bien conservés comme les « Clq domain containing proteins »
(C1gDC), ou les « peptidoglycan recognition proteins », PGRP (Dziarski et Gupta 2006). Les
invertébrés possédent également, selon les phyla, des PRR particuliers, extrémement
diversifiés (voire hypervariables) comme les «Down syndrome cell adhesion molecules»
(dscam) chez les arthropodes, les « Fibrinogen-related proteins» (FREPs) chez les
mollusques ou les « variable domain-containing chitin-binding proteins » (VCBPs) chez les
prochordés (Shi & Lee 2012; Zhang & Loker 2004; Cannon et al. 2004)

Une fois la reconnaissance effectuée, la réponse immunitaire s’appuie, de facon
extrémement schématique, sur une réponse cellulaire impliquant phagocytose et/ou
encapsulation des pathogenes et production de divers effecteurs. Tout comme pour les
molécules de reconnaissance, les effecteurs immunitaires des invertébrés peuvent étre
trés conservés, comme les ROS ou le NO, ou assez diversifiés comme les peptides
antimicrobiens.

La réponse antimicrobienne a été particulierement étudiée chez différents
groupes comme les insectes (Lemaitre e&t Hoffmann 2007), les crustacés (Destoumieux et
al. 2000), les mollusques (Mitta et al. 2000) ou les nématodes (Millet & Ewbank 2004). Les
trois voies de signalisation qui contrdlent cette réponse sont globalement conservées
(Lemaitre & Hoffmann 2007; Beschin et al. 2001).

La voie Toll est plus particulierement activée en réponse a une infection par des
bactéries Gram-positif ou par des champignons. Les PAMPs spécifiques de ces pathogénes
sont reconnus et s’ensuit une cascade protéolytique aboutissant au clivage de la cytokine
Spatzle (Michel et al. 2001). La liaison de cette cytokine au récepteur Toll active la voie de
signalisation intracellulaire qui conduit a la transcription de génes de la réponse
immunitaire. Une différence importante entre les TLR de vertébrés et d’invertébrés est leur
capacité a reconnaitre directement leurs ligands. En effet, il a été démontré chez les
vertébrés une interaction directe entre les TLR et les PAMPs, alors que chez les invertébrés
aucune étude ne semble indiquer une reconnaissance directe (Zhang et al. 2013; Sasaki et
al. 2009).

La voie IMD (immune deficiency) controle la réponse immunitaire déclenchée en
particulier par des bactéries Gram-négatif. Lors dune infection, des protéines
transmembranaires spécifiques peuvent reconnaitre un PAMP, ce qui entraine une
activation de la protéine cytoplasmique IMD. S’ensuit alors une cascade de
phosphorylation qui active la translocation dans le noyau du facteur de transcription
Relish, induisant la transcription de génes de réponse immunitaire.

Une troisiéeme voie de défense, dépendante de la sécrétion de cytokine, a été
décrite, la voie JAK/STAT. Cette voie est moins bien caractérisée que les voies Toll et IMD.
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Elle semble étre impliquée dans la réponse antivirale chez la drosophile (Dostert et al.
2005). L’activation de cette voie se fait par liaison dune cytokine sécrétée par les
hémocytes, qui se fixe au récepteur Domeless lors de l'infection. Cette fixation entraine un
changement de conformation de Domeless, engendrant la phosphorylation de la protéine
JAK associée au récepteur. JAK va ainsi phosphoryler la protéine STAT, qui peut ainsi
former un dimére capable de rentrer dans le noyau pour induire la transcription de géne
de réponse (Myllyméki & Ramet 2014).

Bien qu’abondamment étudiée chez la drosophile, I'immunité innée reste encore
peu décrite chez de nombreux autres invertébrés.

Réle de MIF chez les invertébrés

Ces dix derniéres années, de nombreuses études ont mis en évidence des
homologues au MIF humain chez des invertébrés. On en compte chez les protozoaires —
Leishmania et Plasmodium (Augustijn et al. 2007; Cordery et al. 2007; Kamir et al. 2008) ,
chez les mollusques et crustacés (Baeza Garcia et al. 2010; Xie et al. 2016), chez les tiques
(Wasala & Jaworski 2012; Jaworski et al. 2009; Jaworski et al. 2001) et chez de nombreux
nématodes (Vermeire et al. 2008; Falcone et al. 2001; Marson et al. 2001).

Les premiers travaux réalisés sur des MIF d’invertébrés se sont intéressés a des
espeéces parasites de mammiféres. Il a été montré, par exemple, que plusieurs espeéces de
nématodes non filaires, du genre Trichinella, possédaient des homologues de MIF. Chez T.
spiralis et T. muris, il a été mis en évidence que les MIF possédent une activité D-
dopachrome tautomérase et que la protéine recombinante de T. spiralis inhibe la
migration cellulaire in vitro (Tan et al. 2001; Wu et al. 2003). Chez les nématodes filaires, il
a été montré que le MIF d’Ancylostoma ceylanicum a la capacité de se lier au récepteur
humain CD74 (Cho et al. 2007) bien qu’il n’existe pas d’homologue de CD74 chez les
invertébrés. Une autre étude a montré que le MIF du nématode Brugia malayi, qui a été
isolé dans les produits de sécrétions du parasite, a la capacité d’attirer les macrophages et
les monocytes de ’hote mammifére (Pastrana et al. 1998). De plus, ce MIF induit chez des
macrophages humains la libération des cytokines I1-8 et TNF-a (Zang et al. 2002).

D’autre part, il a également été démontré que des MIF d’invertébrés peuvent
avoir des fonctions similaires au MIF humain, en tant que régulateur de immunité des
invertébrés. En particulier, la cytokine MIF du mollusque Biomphalaria glabrata (BgMIF)
s’exprime au niveau des hémocytes, posséde 1‘activité tautomérase caractéristique des MIF
mammiféres, et est capable de stimuler la prolifération cellulaire et d’inhiber 'apoptose
dépendante de p53 (Baeza Garcia et al. 2010). De plus, comme abordé dans l'introduction,
des cytokines MIF ont été mises en évidence chez le puceron Acyrthosiphon pisum dont
I'expression est activée dans un contexte de challenge immunitaire (Dubreuil et al. 2014).

Ces travaux indiquent que les protéines MIF des invertébrées peuvent jouer un
role de régulateur de immunité innée, malgré ’'absence d’homologue au récepteur CD74,
ainsi que des voies utilisées chez les mammiféres. Le mode d’action précis des protéines
MIF des invertébrées, reste donc a élucider.
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Des travaux portant sur la recherche de régulateurs de I'immunité chez le puceron,
effectués dans I’équipe avant mon arrivée, ont permis d’identifier une famille multigénique
de cytokines MIF chez le puceron du pois Acyrthosiphon pisum (Dubreuil et al. 2014).

Lun de ces genes, ApMIF1, est non seulement exprimé dans les hémocytes, mais
aussi dans les glandes salivaires d’A. pisum. Cette cytokine, bien que ne possédant pas
de peptide signal, est prédite pour étre sécrétée (Dubreuil et al. 2014). La présence d'un
régulateur de limmunité potentiellement sécrété dans les glandes salivaires a alors
soulevé la question du role de cette protéine dans l'interaction avec la plante.

Dans une premiére approche visant a explorer le réle d’ApMIF1 dans l'interaction
puceron-plante, ’'expression d’ApMIF1 a été bloquée par ARN interférence chez A. pisum.
Les pucerons sous-exprimant ApMIF1 ont présenté un taux de survie et un nombre de
descendants significativement plus faibles que les pucerons contrdles. Ce travail a été
complété par une analyse du comportement alimentaire par électropénétrographie (EPG)
montrant que les pucerons sous-exprimant ApMIF1 présentent un comportement
alimentaire similaire aux pucerons controles dans les premiéres phases de l'interaction
(e.g. temps écoulé avant la premiére insertion des stylets, nombre de ponctions dans les
cellules du mésophylle, etc.). En revanche, les phases alimentaires tardives, au niveau des
cellules compagnes et au niveau du phloeme, sont affectées par la sous-expression
d’ApMIF1 et la prise de phloéme est significativement plus faible.

Ces premiers résultats sont a rapprocher de résultats obtenus sur les parasites
humains. Par exemple, chez les nématodes filaires, MIF a la capacité d’attirer les
macrophages de I’hote mammifére et d’activer la synthése de cytokine dans le but de
réorienter la défense mammifere (Falcone et al. 2001; Zang et al. 2002). Chez la tique, MIF
injecté dans I’hote au moment du repas sanguin, semble rentrer en compétition avec le
MIF de I'héte, ce qui bloquerait la réaction inflammatoire et la reconnaissance de la tique
comme €lément étranger (Hajnicka et al. 2005).

L’ensemble de ces résultats souléve la question d'une possible analogie
fonctionnelle entre les MIF injectés par des parasites de mammiféres et les MIF injectés
par des parasites de plantes. Cette question est d’autant plus intrigante que le systéme de
défense végétal est trés différent de celui des mammiféres et que les potentielles molécules
partenaires de MIF, chez la plante, sont totalement inconnues. Toutefois, une étude isolée
indiquait la présence de geénes de type MIF chez Arabidopsis Thaliana. (Du et al. 2004).
L’exploration des bases de données d’A. thaliana nous a permis de confirmer 'existence de
trois génes similaires a des MIF d’animaux. Bien que la fonction de ces MIF n’ai jamais été
étudiée, leur existence implique l’existence d'une machinerie moléculaire associée et
conforte lidée que des MIF de pucerons puissent agir dans un contexte moléculaire
végétal.

Ainsi, mon projet de thése était basé sur ’hypothése que la protéine MIF, présente
dans les glandes salivaires de pucerons, est injectée dans les tissus de la plante hote et
participe a la manipulation des réponses de défense en interagissant avec la machinerie
moléculaire des MIF de plantes. L’objectif global de cette theése était d’explorer le role des
cytokines MIF dans l'interaction entre le puceron et sa plante hote.
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Une premiére série de travaux avait pour objectifs de valider le role de MIF1 dans
I'interaction, de vérifier qu’il est injecté dans la plante au moment de l’alimentation et
d’explorer son action sur la défense des plantes.

La deuxiéme partie de ces travaux s’est concentrée sur la recherche du rdle potentiel des

MIF de plantes dans linteraction avec les pucerons et de la relation entre MIF de
pucerons et MIF de plantes (antagonisme ou synergie).
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Chapitrel. Validation de l’'implication d’ApMIF1
dans l’interaction avec la plante hote.

Les premiéres observations montraient que les pucerons sous-exprimant ApMIF'1
avaient des difficultés a mettre en place l'interaction avec leurs plantes hotes, a survivre et
a se reproduire. Cependant, il était important de vérifier que ce phénotype n’était pas da
simplement a un déséquilibre physiologique des pucerons. En effet, la sous-expression
d’une protéine a fonction multiple, comme MIF, pourrait altérer ’homéostasie, et conduire
également a une perturbation de la prise alimentaire, une chute de la reproduction et de
la survie, sans, toutefois, étre impliquée dans un dialogue moléculaire avec la plante.

Pour tester cette hypothése alternative, nous avons comparé la survie et la
reproduction de pucerons sous-exprimant ApMIF1 (injectés avec du double brin d’ARN
ApMIF1) et des pucerons contrdles (injectés avec du double brin d’ARN GFP). Le suivi de
ces populations pendant 12 jours a montré que la viabilité et la reproduction sont
significativement affectées chez le puceron qui s'alimente sur plante hote et qui sous-
exprime ApMIF1 (Figure 15a). En revanche, la sous-expression d'ApMIF1 n'affecte pas la
viabilité et la reproduction d'un puceron s'alimentant sur milieu artificiel (Figure 15b).

Ces résultats appuient implication d’ApMIF1 dans I’établissement de l'interaction avec la
plante hote et non dans le maintien de ’homéostasie.
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Figure 15 ApMIF1 est nécessaire a la mise en place de I’interaction.

(a,b) Taux de survie et fécondité journaliéere (nombre de descendants par jour et par
adulte), sur (a) plante hote et (b) milieu artificiel, pendant 12 jours apres ingestion (DPI).
Les lignes rouges représentent les pucerons injectés avec du double brin d’ARN ApMIF1 et
les lignes noires, les pucerons controles, injectés avec du double brin d’ARN GFP.
L’intervalle en bleu représente la période efficace du RNAi (validée pour chaque expérience
par qPCR). Les différences significatives sont entourées en pointillé (p<0.05 avec un test U
de Mann-Whitney).
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Pour valider ’hypothése dun role d’ApMIF1 dans l'interaction avec la plante, un
autre point important a vérifier était la sécrétion de la cytokine au moment de
l'alimentation. Limmuno-localisation in planta a été la premiére approche choisie
(résultats non montrés). Cependant, 'anticorps bien que dirigé contre deux peptides
spécifiques d’ApMIF1 (Figure 16a) n’a pas été spécifique de la cytokine des pucerons, mais
a aussi reconnu des protéines de la plante, rendant la localisation impossible. Ce résultat
est en adéquation avec ce que 1’équipe avait mis en évidence auparavant chez B. glabrata
(Baeza Garcia et al. 2010).

De méme, il est probable que cet anticorps ne soit pas spécifique d’ApMIF1 et qu’il
reconnaisse tous les membres de la famille multigénique des ApMIF.
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Figure 16 Les ApMIF sont sécrétés avec la salive durant ’alimentation.

(a) Séquence peptidique d’ApMIF1. En gras souligné, sont représentés les peptides ayant
servi a générer l'anticorps. (b) Western blot sur corps entier d’A. pisum (WB), glande
salivaire (SG) ou milieu artificiel (SM). Les fleches désignent la taille attendue de la
protéine ApMIF1. (c) Alignement nucléotidique des 3 ApMIF exprimés chez A. pisum. En
rouge, sont représentées les amorces utilisées pour synthétiser le double brin d’ARN. (d)
Expression relative en % par rapport a 'expression basale, des 3 génes ApMIF, a différents
temps (jours) aprés injection de ’ARN double brin ApMIF1 (DPI). Les valeurs sont des
moyennes et les barres derreurs représentent lerreur standard obtenue aprés trois
répétitions.
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L’approche qui a donc été choisie, pour déterminer si ’ApMIF1 était sécrété dans la
salive au moment de l'alimentation, a été d’effectuer un immuno-marquage sur les
sécrétions salivaires. Pour récolter la salive, les pucerons ont été placés sur milieu
artificiel pendant 48h et Iimmuno-détection a été réalisée sur le milieu artificiel récolte.
Nous avons ainsi pu mettre en évidence que les protéines ApMIF sont bien retrouvées
dans la salive sécrétée au moment de ’alimentation (Figure 16b).

D’autre part, nous pouvons penser que I’ARN interférent choisi pour ApMIF1
pourrait aussi ne pas étre spécifique a ApMIF1, mais induire la sous-expression de toute
la famille multigénique (Figure 16¢, d). La vérification du RNAi sur 'ensemble de la famille
a donc été effectuée par RT-qPCR et montre une sous-expression de ’ensemble des génes
ApMIF.

Pour conclure, nous avons montré que l’expression de la famille multigénique ApMIF
de pucerons est indispensable a la mise en place de linteraction avec la plante hoéte et
qu’au moins une protéine ApMIF est sécrétée avec la salive au moment de lalimentation.
ApMIF1 étant le seul transcrit présent dans les glandes salivaires, il semble probable que
seul ApMIF1 soit injecté.

Dans les travaux suivants, pour caractériser le role de MIF1 dans l'interaction avec
sa plante hote, nous avons effectué des expérimentations en plante. Cela nous a conduits
a changer de modéle d’étude. En effet, A. pisum infecte spécifiquement les espéces de la
famille des Fabaceae. Or, les approches génétiques sur cette famille s'avérent difficiles et
les outils de la génomique fonctionnelle (accessibilité a la transformation, lignées
mutantes, etc.) sont quasi inexistants. De plus, les voies de signalisation conduisant a la
défense vis-a-vis des agresseurs sont peu connues. Nous avons donc poursuivi ce travail
de thése sur Myzus persicae, le puceron vert du pécher car il a pour héte les plantes
modeles, Nicotiana benthamiana et Arabidopsis thaliana.

Avant de poursuivre, nous avons donc du vérifier que les résultats trouvés chez A.
pisum étaient similaires chez M. persicae.
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Chapitre 2. Caractérisation des cytokines MIF chez
Myzus persicae

Lors de la reconstruction phylogénique des MIF chez les hémiptéres (Dubreuil et al
2014), l'équipe a mis en évidence la présence de trois MIF chez M. persicae grace a
I’analyse des EST disponibles.

Les ADNc correspondants aux MIF de M. persicae ont été clonés, séquencés, et
annotés MpMIF1, MpMIF3 et MpMIF4, en raison de leurs similitudes avec les MIF
d’A.pisum (Figure 17a). Les séquences ont été déposées sur GenBank (KP218519,
KR136352, KR136353, respectivement).

En paralléle, les expressions des MpMIF dans le corps entier, ainsi que dans les
glandes salivaires ont été confirmées par RT-qPCR (Figure 17b, ¢). Comme ApMIF1 chez A.
pisum, MpMIF1 est le seul a s’exprimer dans les glandes salivaires de M. persicae.

Les protéines MpMIF1, MpMIF3 et MpMIF4, bien que ne possédant pas de peptide
signal, sont prédites comme étant sécrétées par SecretomeP server (SecP score 0.829,
0.847 et 0.862 respectivement). La méme caractéristique avait été mise en évidence pour
ApMIF1 et ApMIF2 (Dubreuil et al. 2014). Les prédictions de sécrétions et les résultats sur
ApMIF1 nous laissent penser que MpMIF1 pourrait étre sécrété dans les glandes salivaires
et étre présent dans la salive. Par ailleurs, la présence de peptide MIF dans la salive de
puceron a aussi été montrée dans une étude de protéomique (Vandermoten et al. 2014).

Pour vérifier cette hypothése, de la méme manieére que pour ApMIF1, nous avons
effectué un western blot sur le corps entier et sur la salive. Les résultats ont montré la
présence de MpMIF dans la salive mais, tout comme pour ApMIF1, la faible spécificité de
I’anticorps ne permet pas d’affirmer qu’il s’agit de MpMIF1 uniquement (Figure 17d).

Nous avons également vérifié que la sous-expression de MpMIF1 par RNAi
engendrait le méme phénotype chez M. persicae que chez A. pisum. Pour cela, nous avons
dessiné, de la méme maniére que pour A. pisum, un ARN double brin long (Figure 17a).
Cependant, nous avons utilisé l'ingestion d’ARN double brin (dans le milieu artificiel) et
non linjection comme pour A. pisum. En effet, I'injection provoque un stress immunitaire
da a la piqare ce qui peut biaiser les résultats de 'expérimentation. L’ingestion est une
méthode non intrusive, qui permet de limiter le stress immunitaire et qui parait donc plus
appropriée dans notre cas. De méme que pour A. pisum, nous avons testé la spécificité du
RNAi par RT-qPCR et nous avons montré que toute la famille MpMIF est sous-exprimée
(Figure 18). La non-spécificité de sous-expression d’un géne appartenant a une famille
multigénique n’est pas un cas rare lors de l'utilisation de double brin long. En effet, bien
que la séquence choisie soit spécifique, le processus de clivage d'un double brin long
entraine une grande population de siRNA, et cela augmente le risque de sous-expression
de génes qui présentent de forte homologie de séquence avec le géne cible (Sikdar et al
2016; Alagia et Eritja 2016).

Apres cette validation de l’efficacité du RNAi, nous avons exploré l'effet de la sous-
expression des MpMIF. Les pucerons ont été placés sur milieu artificiel contenant du
double brin d’ARN, pendant 24h, puis placés sur plante ou de nouveau sur milieu
artificiel pour mesurer la survie et la fécondité des populations.
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Figure 17 MpMIF1 est exprimé dans les glandes salivaires et est injecté avec la
salive durant I’alimentation.

(a) Alignement des séquences peptidiques des ApMIF et MpMIF. En rouge est représentée
la séquence correspondant au double brin d’ARN, en noir les peptides ayant servi a
synthétiser 'anticorps. (b,c) Expressions relatives, par rapport aux génes de références,
des ApMIF (b) et MpMIF (c). Les barres noires correspondent a ’expression dans le corps
entier. Les barres rouges correspondent a l’expression dans les glandes salivaires. Les
valeurs sont des moyennes et les barres d’erreurs représentent ’erreur standard obtenue
aprés trois répétitions. (d) Western blot sur corps entier de M. persicae (WB) ou milieu
artificiel (SM). Les fleches désignent la taille attendue de la protéine MpMIF1.
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Cinétiques d’expressions normalisées relatives, par rapport au niveau basal avant
ingestion, des génes MpMIF, pendant 8 jours aprés ingestion de I’ARN double brin
MpMIF1. Les valeurs sont des moyennes et les barres d’erreurs représentent l’erreur
standard obtenue aprés trois répétitions. Le niveau basal faible de MpMIF4 ne permet pas
de le représenter.
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De la méme maniére que chez A. pisum sur féve, nous observons une forte baisse
de la survie et de la fécondité de M. persicae RNAi sur N. benthamiana (Figure 19a).

Au contraire, aucune différence n’est observée entre les pucerons contréles et les
pucerons sous-exprimant les MpMIF lorsqu’ils s’alimentent sur milieu artificiel (Figure
19b). Cela confirme que le MpMIF1 est indispensable a la mise en place de l'interaction,
comme ce qui a été conclu sur '’ApMIF1 d’A. pisum.

Dans cette premiére partie nous avons montré que M. persicae, comme A. pisum,
possede des cytokines MIF et que lune d’entre elles (MpMIF1) est exprimée dans les
glandes salivaires et est sécrété avec la salive lors de lalimentation. L’expression des
MpMIF est nécessaire pour établir une interaction avec la plante héte, mais n’affecte pas la
survie ou la reproduction lorsque les pucerons se nourrissent sur milieu artificiel.

Dans la suite de cette étude nous nous sommes demandé si MpMIF1 interférait
avec les mécanismes de défense de la plante hote.
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Figure 19 Suivi des parameétres démographiques des pucerons RNAi MpMIF.

(a,b) Taux de survie et fécondité journaliere (nombre de descendant par jour et par
adulte), sur (a) plante hote ou (b) milieu artificiel, pendant 10 jours apres ingestion (DPI).
Les lignes rouges représentent les pucerons injectés avec du double brin d’ARN MpMIF1,
et les lignes noires les pucerons controles, injectés avec du double brin d’ARN GFP.
L’intervalle en bleu, représente la période efficace du RNAi. Les différences significatives
sont entourées en pointillé (p<0.05, test U de Mann-Whitney). Les barres d’erreurs
représentent ’erreur standard obtenue aprés trois répétitions.
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Chapitre 3. Caractérisation de l’effet de MpMIF1
sur la défense des plantes

MpMIF1 est donc indispensable a la mise en place de l'interaction avec la plante hote.
Par analogie avec les MIF de nématodes (Onchocerca, Brugia, Trichinella) ou de tiques
(Dermacentor variabilis), nous avons émis l’hypothése que MpMIF1 interfére avec les
mécanismes de défenses de la plante hote lors de l'interaction (Jaouannet et al. 2014).

1. EFFET DE L’EXPRESSION TRANSITOIRE DES MIF DU PUCERON SUR LA DEFENSE DE LA
PLANTE

Pour analyser leffet de MpMIF1 en plante, nous avons utilisé l’expression
transitoire via infiltration d’Agrobacterium tumefaciens en feuille N. benthamiana. Cette
technique est couramment utilisée en laboratoire pour étudier l’effet d'une protéine in
planta, lors de I’étude d’interaction plante-parasite (Milani & Heberlein 1972; Krenek et
al. 2015). Pour déterminer la spécificitté de MpMIF1 dans [linteraction, les
expérimentations in planta ont été réalisées avec les 3 MpMIF, bien que seul MpMIF1 soit
exprimé dans les glandes salivaires et donc susceptible d’entrer en contact avec la plante.

L’hypothése que nous avons émise est que MpMIF1 pourrait avoir un effet
inhibiteur sur la défense des plantes. De ce fait, nous avons choisi d’é¢tudier l'effet de
MpMIF1 sur les défenses induites par la cryptogéine.

La cryptogéine est un éliciteur peptidique de 10kDa, issu d'un oomycéte pathogéne
de plante, Phytophthora cryptogea. La perception de la cryptogéine chez le tabac déclenche
une cascade d’événements de signalisation dépendants de l'influx cellulaire de Ca2* : la
production de ROS (Tavernier et al. 1995) et de NO (Lamotte et al. 2004), ’activation des
MAPKs (Lebrun-Garcia et al. 1998) et la dépolymérisation des microtubules (Binet et al.
2001). Cette cascade de signalisation conduit a l'activation des mécanismes de défense
telles que la production de phytoalexines (Keller et al. 1998), l'expression des génes codant
pour les protéines PR (Keller et al. 1996a) et la synthése de callose (Lherminier et al
2003). Elle aboutit a la mort cellulaire caractérisant la HR (Keller et al. 1996a). La
perception de la cryptogéine conduit également a I'établissement de la résistance
systémique acquise (SAR) chez le tabac. Bien que les mécanismes conduisant a la SAR
soient méconnus, il a été montré que le SA est essentiel a son induction. En effet, des
plans de tabac sur-exprimant le géne bactérien NahG (codant une enzyme métabolisant le
SA) déclenchent toujours la HR en réponse a la cryptogéine, mais sont incapables
d’induire une SAR (Keller et al. 1996b).
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Pour déterminer l'effet des MpMIF sur les mécanismes de défense, nous avons donc
exprimé les génes MpMIF de facon transitoire avant de suivre la réponse hypersensible,
I'apposition de callose au niveau des parois et 'expression des génes PR.

Nous avons tout d’abord validé la technique d’agro-infiltration en analysant la
cinétique de l'expression transitoire des MpMIF. Une accumulation des transcrits est
observée entre 24h et 72 h apres infiltration dans les tissus végétaux, avec un maximum
d'accumulation a 48h (Figure 20).
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Figure 20 Expression des génes MpMIF aprés agro-infiltration en N.
benthamiana

Cinétique d’expression relative par rapport aux genes de références, des 3 génes MpMIF,
en heure apres infiltration des agrobactéries transformées (HPI). Les valeurs sont des
moyennes et les barres d’erreurs représentent l'erreur standard obtenue pour trois
réplicas biologiques.

De ce fait, nous avons choisi d’effectuer l'infiltration de cryptogéine 24h apres
I'infiltration des agrobactéries, pour nous assurer de la présence de transcrit MpMIF au
moment de linduction des défenses. Des tests préliminaires (non montrés) nous ont
permis de déterminer les différents temps d’observations apreés infiltration de cryptogéine.
Nous nous sommes placés a 24h aprés linfiltration de cryptogéine pour analyser
I’évolution de la HR et a 12h aprés pour l'observation des dépdts de callose, la mesure
d’expression des génes PR.

Comme attendu, linfiltration de la cryptogéine déclenche une mort cellulaire
caractérisant la HR (Figure 21a) ainsi quune accumulation de callose (Figure 21b),
localisée au niveau de linfiltration. En revanche, dans les tissus exprimant les MpMIF,
l'apparition de la HR et des dépots de callose induits par la cryptogéine est fortement
diminuée. Notons que 'expression des MpMIF seuls ne déclenche pas de symptéme de HR
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et n’induit que de légers dépots de callose, significativement inférieurs a ceux déclenchés
par la cryptogéine.

Pour étudier l'effet des MpMIF sur les voies de défenses hormonales, nous avons
suivi I’expression des génes PRI et PR2 comme marqueurs de la voie SA, et PR3 comme
marqueur de la voie JA (van Loon et al. 2006). La forte induction d’expression de ces
génes en réponse au traitement par la cryptogéine, n’est plus visible dans les tissus
exprimant les MpMIF (Figure 21c). En revanche, de la méme maniére que pour les dépodts
de callose, une légeére surexpression des genes PR est déclenchée par l'expression des
MpMIF seuls.

En conclusion, nous avons pu mettre en évidence que les MpMIF jouent un role
dans la suppression des défenses induites chez N. benthamiana en réponse a la
cryptogéine.

Les défenses ciblées par les MpMIF, et en particulier le blocage de la mort cellulaire
liée a la HR, semblent cohérentes avec le mode d’alimentation biotrophe du puceron. En
effet, une mort des tissus au niveau du site d’alimentation ne permet pas la prise
alimentaire par le puceron (Lei & Zhu-Salzman 2015). De plus, comme abordé
précédemment, chez les mammiféres, MIF est un inhibiteur de la mort cellulaire
dépendante de pS3 (Jung et al. 2008). L’action de répression de mort cellulaire par MpMIF
semble donc en adéquation a la fois avec le mode d’interaction biotrophe, et l'une des
fonctions attendues des MIF.

Le blocage des dépodts de callose est également en adéquation avec les données de
la littérature. Les dépots de callose sont des éléments essentiels dans la défense des
plantes envers les pucerons, et ils sont produits aux zones de pénétration des stylets
(Kusnierczyk et al. 2008; Pollard et al. 1973). Cependant, ces études révelent que les
appositions de callose sont bien plus importantes aprés le départ des colonies de
pucerons. Cela suggeére que de la formation des dépdts de callose est bloqué par les
pucerons.

De la méme maniére, les profils d’expression des génes PR semblent en adéquation
avec ce qui est décrit dans la littérature. Les voies hormonales SA et JA sont activées
durant l'interaction avec le puceron mais de maniére plus modérée qu’une fois que les
pucerons se sont retirés (Moran et Thompson 2001).

Dans cette partie, nous avons donc montré que les MpMIF, de par leurs actions dans la
régulation des défenses des plantes hotes, sont indispensables a la mise en place de
Uinteraction. L’objectif est maintenant de valider ce résultat en vérifiant que 'expression des
MpMIF en plante peut restaurer la capacité d’établir Uinteraction avec les pucerons sous-
exprimant les MpMIF.
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Figure 21 L’expression des génes MpMIF en tabac inhibe la réaction hypersensible et
les dépots de callose et réprime I’expression des génes PR.

(a,b) Images représentatives montrant la mort cellulaire correspondant a une réponse
hypersensible (HR) (a) et les dépots de callose (b) dans des feuilles de N. benthamiana. Les
feuilles ont été inoculées avec A. tumefaciens transformées avec le vecteur vide (EV) ou les
constructions de MpMIF (MpMIF1, MpMIF3 ou MpMIF4) 24 heures avant l'infiltration avec
de la cryptogéine (Cry +) ou de l'eau (Water). (a) Les symptomes de la HR induite par la
cryptogéine sont visibles (en haut a gauche). Ces symptomes ne sont pas visibles dans les
feuilles exprimant les MpMIF. L’expression des MpMIF dans les tissus ou linfiltration de
vecteur vide ne provoquent pas la mort cellulaire (ligne du bas). Les photographies ont été
prises 48 heures aprés infiltration. (b) Les dépodts de callose sont induits par la
cryptogéine dans les feuilles infiltrées par la cryptogéine et apparaissent en bleu aprées
coloration (en haut a gauche). Les dépots de callose induits par la cryptogéine sont réduits
dans les feuilles qui expriment les MpMIF. L'expression des génes MpMIF, en 1'absence de
cryptogéine, déclenche de faibles dépots de callose. Le vecteur vide (en bas a gauche) ne
provoque pas de dépot de callose. Les photographies ont été prises 36 heures apres
infiltration. Les barres d'échelle représentent 150mm. Les chiffres indiquent la moyenne et
les erreurs standards du nombre de dépots obtenus pour six disques de feuilles
individuelles. (c) Expression des génes de défense NbPRI, NbPR2 et NbPR3 dans les
feuilles transformées, avec le vecteur vide (EV) (barres noires) ou MpMIF (barres rouge a
orange) avec traitement a la cryptogéine (Cry +) ou a l'eau (Water). L'expression des génes
PR est relative par rapport aux génes de référence et a l'expression dans l'échantillon
témoin (EV / Water). Les barres représentent les erreurs standards de trois répétitions.
Les valeurs signalées par des lettres sont significativement différentes. (p<0.001 avec une
analyse ANOVA).
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2. EFFET DE L’EXPRESSION TRANSITOIRE DES MPMIF IN PLANTA SUR LES TRAITS
D’HISTOIRE DE VIE DU PUCERON

On peut envisager qu’une inhibition des défenses des plantes, préalablement a
I'interaction, facilite 'installation de la population de pucerons sous-exprimant les MpMIF
et de ce fait, conduit a une augmentation de la survie et de la fécondité des pucerons.

Nous avons donc suivi les parameétres démographiques (taux de survie et fécondité)

d’'une population de pucerons sur des plants de tabac controles ou sur des plants de
tabac exprimant 'un des 3 MpMIF.
Comme montré dans la Figure 22a, les pucerons sous-exprimant les MpMIF ont une
fécondité et un taux de survie moindre sur plantes sauvages. Ces paramétres sont
restaurés (identiques aux pucerons controéles) lorsque la plante exprime MpMIF1. Il 'y a
donc une restauration compléte du phénotype sauvage.
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Figure 22 L’expression de MpMIF1 en N. benthamiana restaure le phénotype
sauvage dans l’interaction avec les pucerons sous-exprimant MpMIF.

Taux de survie et fécondité journaliére (nombre de descendants par jour et par adulte) des
pucerons se nourrissant sur feuilles de tabac exprimant MpMIF1 (a), MpMIF3 (b), ou
MpMIF4 (c), pendant 10 jours aprés l'ingestion (DPI) d’ARN double brin MpMIF1 (ligne
rouge) ou d’ARN double brin GFP (lignes noires). Les difféerences significatives sont
encadrées par une ligne en pointillés (p<0.05 avec un test U de Mann-Whitney).
L’intervalle bleu correspond a la période d’efficacité du RNAi. Les données sont des
moyennes et les barres derreurs représentent l’erreur standard obtenus sur de trois
répétitions, chacune réalisées avec 50 individus.
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Par contre, la complémentation par une plante exprimant MpMIF3 ou MpMIF4 n’est que
partielle (figure 22c, d). Cela démontre que bien que tous les MpMIF aient une action sur
la défense des plantes dans un modéle artificiel, seule MpMIF1 est capable de
complémenter un phénotype en interaction. Il semble donc que les cytokines MpMIF aient
des fonctions en plante différentes entre elles. Bien qu’elles présentent de grandes
similitudes de séquence et qu’elles aient les mémes effets d’inhibition de la défense chez la
plante, la pléiotropie du MIF humain semble aussi s’appliquer ici. En effet, I'incapacité de
MpMIF3 et MpMIF4 a rétablir complétement le phénotype en interaction démontre qu’il
existe des spécificités entre les MpMIF et suggére que MpMIF1 puisse étre le seul a
posséder les fonctions nécessaires a 1’établissement de l'interaction.

MpMIF1 étant le seul a étre exprimé dans les glandes salivaires et donc injecté dans
la plante au moment de l’alimentation, il semble étre le seul a avoir un effet permettant
d’établir l'interaction.

Cette premiére étude a mis en évidence, pour la premiere fois, qu’une cytokine
animale pouvait étre réorientée pour agir sur la défense d’une plante afin de permettre
l’établissement de linteraction avec la plante héte. Ces résultats ont donné lieu a une
publication Naessens et al, 2015 (En annexe).

Ces résultats nous ont amené a étudier de quelle maniere MpMIF1 agit sur la
défense des plantes. Cette étude est présentée dans les chapitres suivants.
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Chapitre 4. Etude de l’action de MpMIF sur la
défense des plantes.

Chez les nématodes ou les tiques le MIF exprimé dans les glandes salivaires semble
agir sur les défenses de ’hote en utilisant la machinerie moléculaire MIF des mammiféres.
Dans le systéme puceron-plante, plusieurs questions de posent : Existe-t-il une protéine
analogue au MIF chez la plante ? Si oui, par quels moyens MpMIF1 pourrait inhiber les
défenses ?

1. EXISTE-T-IL UNE MACHINERIE ENDOGENE UTILISABLE PAR MPMIF1 ?

En 2004, 3 protéines présentant des similitudes avec le MIF humain ont été mises
en évidence chez Arabidopsis thaliana, lors d'une étude phylogénétique (Du et al. 2004).
Puis en 2015, une autre étude phylogénétique, consacrée entiérement aux protéines
homologues du MIF humain chez les plantes, a été publiée. Les 3 protéines ont alors été
nommeées AtMDL1 (AT5GS7170), AtMDL2 (AT5G01650) et AtMDL3 (AT3G51660), pour
Arabidopsis thaliana MIF D-Dopachrome Tautomerase-Like (Panstruga et al. 2015).

AtMDL1 présente 33% d’identité avec le MIF humain, AtMDL2, 30% et AtMDLS3,
28% et le domaine caractéristique de la tautomérase est présent chez les AtMDL. Par
ailleurs, les AtMDL présentent respectivement 36%, 30% et 21% d’identité de séquence
avec MpMIF1. La prédiction des structures en trois dimensions (Figure 23), basée sur la
structure cristallographiée du MIF humain, montre que l'identité de structure entre les
AtMDL et MpMIF1 est de 80%. La différence majeure dans la structure de la protéine est
due a une hélice a en C-terminal.
Cette forte similitude entre les AtMDL et MpMIF1 suggére que le MIF de pucerons pourrait
utiliser la machinerie moléculaire et cellulaire des AtMDL en plante, pour réguler les
défenses et établir linteraction, soit de maniére antagoniste soit en mimant le role des
AtMDL. Cependant, aucune étude fonctionnelle n’ayant été faite sur les AtMDL, il reste a
démontrer que les AtMDL sont impliqués dans la défense des plantes.

AtMDL?

Figure 23 Prédiction de la structure
tridimensionnelle des AtMDL et du MpMIF1.

Les prédictions de structure des protéines AtMDL et MpMIF1 ont été réalisées avec le
logiciel PHYRE2. Les fleches jaunes symbolisent les feuilles-f3, les bobines rouges les
hélices-a et en vert sont représentés les boucles. La difféerence majeure entre les AtMDL et
MpMIF1 est indiquée en bleu. Le résidu Proline en positon 2, est représenté en rose.
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2. ROLE DES ATMDL DANS LA DEFENSE DES PLANTES.

Pour étudier I'’éventuel role des AtMDL dans la défense des plantes, nous avons
repris le méme procédé expérimental que pour les MpMIF, c’est-a-dire une expression
transitoire des AtMDL via Agrobacterium en feuille de tabac.

De maniére inattendue, au vu des grandes similitudes entre les MpMIF et les
AtMDL, ’expression des AtMDL a un effet opposé a celui des MpMIF puisqu’elle provoque
la mort cellulaire des tissus au niveau de la zone d’infiltration (Figure 24).

De plus, cette mort cellulaire est inhibée lors d'une co-expression des AtMDL et de
MpMIF1 (Figure 24). Cela montre d'une part que les AtMDL sont bien impliqués dans des
processus de défenses des plantes, comme le déclenchement d'une mort cellulaire, et
d’autre part que les AtMDL et MpMIF1 ont un role antagoniste vis-a-vis de la mort
cellulaire.

AtMDL1 AtMDL2 AtMDL3

) . .
- . . .

Figure 24 L’expression transitoire des AtMDL en N. benthamiana provoque une
mort cellulaire, qui est inhibée par la co-expression de MpMIF1.

Images représentatives montrant la mort cellulaire dans des feuilles de N. benthamiana.
Les feuilles ont été co-inoculés avec des A. tumefaciens transformées avec le vecteur vide
(EV) ou la construction MpMIF1 et les constructions de AtMDL (AtMDLI1, AtMDL?2,
AtMDL3). Les symptomes visibles de la mort cellulaire induite par les AtMDL sont
observés en cas de co-infiltration avec un vecteur vide (ligne du haut). Ces symptomes ne
sont plus visibles dans les feuilles co-exprimant MpMIF (ligne du bas). Les photographies
ont été prises 48 heures apreés l'inoculation.
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L’effet des AtMDL sur la mort cellulaire peut paraitre assez inattendu au vu des
fonctions connues chez les MIF de mammifére et notamment de l’activité d’inhibition de
I'apoptose dépendante de pS3 (Jung et al. 2008).

Cependant, il faut noter que la mort cellulaire est un processus qui fait partie
intégrante de la défense chez les végétaux. Cela est assez différent de chez les animaux,
ou elle correspond plutét a la conséquence négative de la réponse immunitaire
(conséquences de la production de ROS et NO). C’est pourquoi, chez les animaux, la mort
cellulaire est bloquée pour permettre la prolongation de la réponse immunitaire.

De ce fait, bien que les AtMDL de plantes et les MpMIF de pucerons montrent une
activité opposée sur la mort cellulaire (induction versus répression), ils auraient tous un
role d’activation de la réponse immunitaire dans leur organisme d’origine. De facon trés
intéressante, le transfert d'un MpMIF chez une plante aurait alors un effet négatif sur la
mort cellulaire et donc sur la réponse immunitaire.

Pour aller plus loin dans 1’¢tude de limplication des AtMDL sur les voies de
défense, le modeéle N. benthamiana ne parait pas étre le plus adapté. En effet, la sur-
expression transitoire ne se rapproche pas assez du modéle biologique et les marqueurs
moléculaires sur N. benthamiana sont trop peu nombreux pour analyser les voies de
signalisation plus finement. Nous avons donc choisi d’utiliser le modéle Arabidopsis
thaliana, qui présente l’avantage de disposer de nombreux marqueurs et de pouvoir,
normalement, générer des sur-expresseurs stables ou des mutants KO.

Mutants sur-expresseurs

Nous avons tenté de générer des mutants qui sur-expriment les AtMDL et MpMIF1
sous le contréle du promoteur P35S (promoteur constitutif, fort). Malheureusement,
aucune plante transformée n’a pu étre obtenue, suggérant que la surexpression de ces
génes est létale pour la plante. Ceci semble toutefois cohérent avec les résultats obtenus
en N. benthamiana. En effet, I'inhibition ou l’activation de processus de mort cellulaire
n’est pas compatible avec le développement. La régulation de la mort cellulaire
programmée est essentielle pour la germination. On sait, par exemple, que la mort
cellulaire intervient dans la dégénérescence de cellules issues de la mére au moment de la
formation de la graine, mais elle est aussi impliquée dans la formation de nouveaux
tissus, comme les tissus vasculaires ou la constitution de ’albumen (Dominguez & Cejudo
2014).

Les essais de transformation en promoteur inductible a I’éthanol n’ont pas abouti
non plus. Le taux de transformation était tres faible et I'induction a I’éthanol n’était pas
compatible avec une interaction avec des pucerons (résultats non montrés).

Une technique de transformation transitoire des cotylédons, technique FAST (Fast
Agro-mediated Seedling Transformation) (Li et al. 2009) a également été testée sans
donner de résultats.

Le fait que nous n’ayons pas réussi a générer des mutants sur-expresseurs de MIF
en Arabidopsis, malgré des multiples tentatives utilisant plusieurs approches, suggere que
toute surexpression des cytokines MIF est délétére pour la plante. Nous avons du baser la
suite des expériences sur des approches qui impliquent uniquement les mutants KO des
génes AtMDL.
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Mutants KO et sous-expresseurs :

Parmi 18 lignées d’A. thaliana obtenues au NASC (European Arabidopsis Stock
Centre a Nottingham, UK), nous avons sélectionné deux lignées alléliques mutantes pour
chaque géne AtMDL (Figure 25a,b). Ces mutants d’insertion ont soit une insertion dun
ADN-T (lignée SALK, SAIL ou GabiKat) soit une insertion dun transposon (lignée SM).
Chaque lignée a été sélectionnée sur milieu sélectif pour obtenir des mutants
homozygotes. L'analyse du niveau d’expression des génes AtMDL montre que mdlIl-I,
mdl2-1 et mdl3-3 peuvent étre considérés comme mutants de perte de fonction, tandis que
mdll-2, mdl2-2 et mdl3-2 sont des mutants sous-expresseurs, avec 15%, 33% et 11%,
respectivement, d’expression résiduelle des génes mutés. Il est & noter que la mutation
d'un géne AtMDL donné n'altére pas significativement l'expression des autres génes AtMDL
(figure 25c).
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Figure 25 Caractérisation des mutants mdl.

(a) Représentation des genes AtMDL. AtMDL2.1 et AtMDL 2.2 représentent les épissages
alternatifs et les carrés gris représentent les exons. Pour chaque mutants mdl, la position
des insertions (triangles bleu) est indiquée. (b) Tableau résumant les caractéristiques de
chaque mutants mdl (c) Expressions normalisées relatives, par rapport au niveau
d’expression de la plante sauvage (col), des 3 génes AtMDL, pour les six lignées de
mutants mdl. Les valeurs sont des moyennes et les barres d’erreurs représentent 'erreur
standard obtenue apres trois réplicas biologiques.
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3. ROLE DES ATMDL DANS L'INTERACTION PLANTE-PUCERON

Afin de savoir si les AtMDL sont impliqués dans l'interaction avec les pucerons,
nous avons tout d’abord analysé leur profil d’expression, soit sur une cinétique précoce
entre O et 10 heures aprées l'infection par les pucerons (Figure 26a), soit sur une cinétique
plus tardive entre 12 et 72 heures (Figure 26b).

Dans les deux cas, nous n’observons pas de modification du profil d’expression des
AtMDL en interaction (Figure 26). Ce résultat suggére, soit que les AtMDL ne sont pas
impliqués dans l'interaction avec les pucerons, soit que de la méme maniére que chez les
mammiféres, ils ne sont pas régulés transcriptionellement. Il est en effet possible que,
comme chez les mammiféres, ils soient produits constitutivement puis stockés sous forme
protéique et rapidement sécrétés en cas de besoin.
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Figure 26 Les génes AtMDL ne sont pas régulés au niveau transcriptionel durant
I’infection avec M. persicae.

(a,b) Cinétique d’expression relative, par rapport aux génes de références, des 3 génes
AtMDL, en heures aprés infection (hpi) avec 50 adultes M. persicae. (a) cinétique de 0 a 72
heures aprés infection. (b) Cinétique de O a 10 heures apres infection. Les valeurs sont
des moyennes et les barres d’erreurs représentent l'erreur standard obtenue aprés trois
répétitions.

Nous avons poursuivi par ’analyse des traits d’histoire de vie des populations de
pucerons sur les six lignées de mutants d’Arabidopsis, KO ou sous-expresseurs d’AtMDL.

Pour cela nous avons suivi des larves de pucerons de stade L2 pendant 10 jours et
noté leur évolution de stades, leur reproduction et leur survie. Nous avons pu calculer des
parametres démographiques tels que la fécondité journaliére, la période pré-reproductive,
le temps nécessaire a la population pour doubler et le taux de survie larvaire (Figure 27c).
Nous avons également suivi la reproduction d’adulte synchronisés, sur 10 jours (Figure
27a).

Dans la Figure 27a et ¢, nous pouvons voir que les populations de pucerons ont de
meilleurs parameétres démographiques sur les mutants mdl que sur plante sauvage. Le
nombre de descendants par femelle et par jour est plus élevé chez les mutants, la période
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pré-reproductive est plus courte et au final le temps de doublement de la population est
réduit de plus d’un jour chez tous les mutants. En revanche, le taux de survie larvaire,
déja a 100% chez sur la plante sauvage, reste lui inchangeé.

Ces résultats, en plus de montrer que les AtMDL sont impliqués dans l'interaction
avec les pucerons, montrent qu’il n’y a pas de redondance fonctionnelle compléte dans la
famille multigénique des AtMDL. En effet, la non-expression (ou sous-expression) dun
seul géne entraine un phénotype sur l'interaction. Cependant, pour affirmer qu’il n’existe
pas de redondance partielle, des doubles et triples mutants des 3 génes AtMDL devraient
étre générés et analysés.

La question qui se pose ensuite est de savoir s’il existe un lien fonctionnel entre les
AtMDL et MpMIF1. Pour aborder cette question, nous avons testé si ’absence d’AtMDL
chez la plante peut compenser 'absence de MpMIF chez le puceron. Nous avons donc
effectué les mémes mesures de trait d’histoire de vie que précédemment, mais avec une
population de pucerons RNAi MpMIF1 ou controle (RNAi GFP) (Figure 27b, c).

Les résultats de cette expérimentation montrent qu’il y a bien complémentation du
phénotype RNAi par les mutants mdl Mais cette complémentation n’est que partielle. En
effet, si 'on observe les taux de fécondité, on peut voir que les courbes correspondant aux
pucerons RNAi sur mutants mdl n’atteignent pas le niveau des courbes des pucerons
controles, mais rejoignent le niveau des courbes des pucerons sauvages sur plantes
sauvages (Figure 27b).

De la méme maniére, le temps de doublement des pucerons RNAi sur plante
mutante est plus élevé que celui de pucerons sauvages sur plantes mutantes, mais reste
significativement inférieur a celui d’'une population de pucerons RNAi sur plante sauvage.

Ces expérimentations permettent de conclure que les AtMDL sont impliqués dans
Uinteraction avec les pucerons. De plus, les AtMDL et MpMIF1, semble avoir un réle
antagoniste.

Ces résultats sont cohérents avec les résultats obtenus sur linduction et la
répression de la mort cellulaire en N. benthamiana. Cependant, afin d’aller plus loin dans
l’étude des relations entre les AtMDL et MpMIF1, il est nécessaire de confirmer le role des
AtMDL dans la défense des plantes vis-a-vis des pucerons et d’analyser plus finement les
voies de signalisation mises en jeu dans cette réponse.
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Figure 27 La mutation des AtMDL complémente le phénotype RNAi MpMIF, chez M.

persicae dans I’interaction plante-parasite.
(a,b) Fécondité journaliere moyenne (en nombre de descendants par jour et par adulte). (a)
Suivi de la fécondité journaliere moyenne de SO pucerons adultes, sur plantes mutantes
mdl (dégradés de bleu) ou sur plantes sauvages, Col (rouge), pendant 10 jours. (b) Suivi de
la fécondité journaliere moyenne de 50 pucerons adultes controles, RNAi GFP, sur plantes
mutantes mdl (dégradés de bleu) ou sur plante sauvage, Col (rouge) ou de pucerons RNAi
MpMIF1, sur plantes mutantes mdl (dégradés de vert) ou sur plante sauvage, col (jaune),
pendant 10 jours. (c) Tableau de l’analyse démographique de populations de pucerons
sauvages (M. persicae), pucerons RNAi MpMIF1 (M. persicae RNAi) ou pucerons controles
RNAi GFP (M. persicae GFP) maintenus sur lignées de plantes sauvages (Col) ou mutantes
(md]). Les valeurs sont des moyennes de trois réplicas biologiques (50 pucerons sur 10
cotylédons par réplica) et les erreurs standards sont entre parenthéses. Les valeurs en
gras sont significativement différentes de la valeur contréle de la colonne. Les astérisques
indiquent les valeurs significativement différentes de la valeur chez les pucerons sauvages
sur plantes sauvages (p<0.05 avec un modele linéaire généralisé et une ANOVA a deux
facteurs).
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Chapitre 5. AtMDL et MpMIF ciblent-ils les mémes
voies de défense ?

Afin d'analyser implication des AtMDL dans la régulation des voies de défense chez
Arabidopsis, nous avons choisi d’é¢tudier ’expression de génes marqueurs pour chacune
des voies (Pour rappel, Figure 28)

Dans la littérature, il existe peu de données sur la régulation de l'expression des
génes de défense dans l'interaction M. persicae - A. thaliana et aucune étude fonctionnelle
n’a été réalisée sur les AtMDL. De ce fait, pour effectuer un premier crible quant a ’action
des AtMDL et de MpMIF1 dans la défense, nous avons sélectionné 20 génes pour couvrir

les principales voies hormonales, la PTI ainsi que des facteurs de transcription WRKY
communs a différentes voies.
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Figure 28 Schéma simplifié des voies principales hormonales chez la plante.

Fléches vertes : Synthése
Fléches bleues : Régulation positive
Fléches noires : Régulation négative
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En tant que marqueurs de la PTI, nous avons sélectionné FRK1 (FLG22-Induced
Receptor like kinase) qui code pour un récepteur like kinase impliqué dans les réponses
précoces de la défense et YLSO participe a la signalisation MAP kinase-dépendante et a la
régulation de la HR.

Pour la voie de 'acide salicylique (SA), nous avons choisi le géne codant ’enzyme
impliqué dans la biosynthése du SA, ICS1, deux génes codant des régulateurs majeurs de
la signalisation PAD4 et NPR1, et deux génes codant les protéines effectrices de la défense
SA-dépendante, PR1 et PR2.

En ce qui concerne la voie jasmonate (JA), le géne AOS a été sélectionné comme
marqueur de la biosynthése de ’hormone et le géne JAR1 comme marqueur de l'initiation
de la signalisation JA-dépendante. Le géne codant le facteur de transcription MYC2 ainsi
que les genes VSP2, PDF1.2b et PR3 ont été choisis comme marqueurs codant des
protéines effectrices des défenses JA-dépendante.

Pour l’éthyléne (ET) nous avons choisi le géne codant 'ACC oxydase, un marqgeur
pour la biosynthése de ’hormone.

Nous avons également sélectionné deux autres marqueurs NIT1 qui est une
nitrilase impliquée dans la synthése des indoles comme ’auxine ou les phytoalexines, et
MYBS51 qui est impliqué dans la synthése des glucosinolates.

Les facteurs de transcription, WRKY, sont des régulateurs clés dans la coordination
des défenses. Nous avons choisi d’inclure dans l’étude les génes codant WRKY 22 et RKY
29 impliqués dans la régulation de la signalisation MAP Kinase dépendante et les génes
codant et WRKY 33 et WRKY 70 impliqués dans la régulation croisée des voies SA, JA et
ET.

Nous avons analysé par RT-qPCR l'expression de ces geénes chez des plantes
mutantes ou sauvages, dans trois conditions différentes : conditions contrdles (non
exposées aux pucerons), exposées a des pucerons controles ou exposées a des pucerons
RNAi MIF.

Bien que le géne NPRI, ai été montré dans la littérature comme n’étant pas régulé
transcriptionellement, il nous est paru important de vérifier si chez les mutants mdl le
niveau basal de NPRI n’était pas modifié. En effet, NPR1 est un régulateur clef de la voie
de signalisation de l’acide salicylique. Au vu de nos résultats (Annexe), NPRI ne
présentant aucune différence significative d’expression en fonction des conditions, il a
donc été exclu de 'analyse.

La Figure 29 donne une vision globale de tous les résultats de cette
expérimentation.

Dans un premier temps, nous pouvons voir que les plantes mutantes présentent
des profils d’expression similaires entre eux et difféerents des profils d’expression des
plantes sauvages. Cela confirme un effet des mutations des AtMDL sur l'interaction avec
les pucerons, et l'absence de redondance fonctionnelle compléete. Seule mdll-2 ne
regroupe pas avec les autres mutants. Cette différence est due a l'expression du géne PR3.
En effet, PR3 est surexprimé dans toutes les conditions, indépendamment de l'influence
des AtMDL ou de MpMIF1, sauf chez le mutants mdl 1-2. Cependant, si on compare les
valeurs brutes, on remarque que cette différence n’est pas significative (Annexe). D’autre
part, la surexpression de PR3 peut s’expliquer par le fait que, bien que 1'on attribue PR3 a
la voie JA, il est surexprimé en cas de stress d’'une maniére générale (van Loon et al
2006).

Une deuxiéme observation générale est que les mutants présentent majoritairement
une surexpression basale des genes de défenses, sauf pour les génes ACC oxydase et
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PDF1.2b, qui sont plutot sous-exprimés. Ces observations suggerent que les AtMDL sont
majoritairement impliqués dans la régulation négative des voies de défenses et sont des
régulateurs positifs de 'ACC oxydase.

D’autre part, il est a noter que les conditions sans inductions et induction par des
pucerons RNAi se regroupent ensemble. Cela renforce limportance du réle de MpMIF1
dans l'interaction et démontre que sa présence est indispensable aux pucerons.

Afin d’analyser plus en détail les voies de signalisations mises en jeu dans chaque
condition il convient de séparer cette analyse en plusieurs parties :
» Etude des génes impliqués dans l'interaction M. persicae / A. thaliana.
» Effet des mutations des génes AtMDL dans l'interaction avec M. persicae.
»  Effet de MpMIF1 dans l'interaction avec A. thaliana.
» Lien entre les AtMDL et MpMIF1 dans les voies de signalisations de la
défense des plantes.
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Figure 29 Expression des génes marqueurs des voies de signalisation de la défense.

HeatMap représentant ’expression des génes de défense (Droite) sur les mutants mdl ou
sur plante sauvage (col) (Haut), sans ou avec induction par des pucerons sauvages (Wt) ou
par des pucerons RNAi MpMIF1 (RNAi) (Bas). Le vert représente une sous-expression et le
rouge une surexpression. Les valeurs correspondent aux Log de base de 2 des valeurs
moyennes d’expression normalisées et relatives au niveau d’expression des génes de
plantes sauvage sans induction. Les regroupements correspondent aux génes (gauche) ou
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1. ETUDE DES GENES IMPLIQUES DANS L INTERACTION M. PERSICAE / A. THALIANA.

L'infection d'Arabidopsis sauvage par des pucerons sauvages conduit a une
induction de la voie de I’acide salicylique (SA) (Figure 29).

Cela se manifeste par une surexpression du géne ICSI, impliqué dans la
biosynthése du SA. La synthése du SA se produit principalement dans le chloroplaste par
l'enzyme ICS1 (Wildermuth et al. 2001) et 'on suppose que la régulation transcriptionelle
de ICS1 est une étape essentielle dans l’activation des réponses SA-dépendantes.

L’induction de la voie SA passe aussi par une forte surexpression du géne PAD4
(Figure 30), codant un régulateur clé dans la voie de signalisation du SA. PAD4 forme un
complexe avec la protéine EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility 1) pour lutter contre
des agents pathogenes (Feys et al. 2005). Le complexe nucléo-cytoplasmique PAD4-EDS1
favorise I'accumulation de ’acide salicylique et régule l'expression de plusieurs génes liés
a la défense.

Cette induction conduit a une surexpression des génes PRI et PR2 qui codent pour
les protéines effectrices de la défense SA-dépendante.

La voie d'acide jasmonique (JA) est également induite chez les plantes sauvages
exposées a des pucerons sauvages. Cette induction se traduit par la surexpression du
géne AOS, impliqué dans la biosynthése du JA, et par la surexpression du géne MYC2,
codant un facteur de transcription de la voie de JA (Figure 30).

Notons que le géne JARI, qui code pour la protéine responsable de l’activation du
JA par sa conjugaison a lisoleucine, n’est pas surexprimé par le puceron sauvage sur
plante sauvage. Ceci est en accord avec les analyses du transcriptome de l'interaction
Arabidopsis | M. persicae publié, (de Vos et al. 2007) qui montre que le puceron n’induit
pas l'expression de JARI.

Le géene VSP2 est quant a lui trés fortement exprimé dans cette condition (Figure
31). Cela peut s’expliquer par le fait que ’expression de VSP2 est régulée positivement par
MYC2 (Fernandez-Calvo et al. 2011). De plus, bien qu’étant une molécule effectrice de la
voie JA, VSP2 peut aussi étre régulé par la voie SA. En effet, il a été mis en avant, méme si
les mécanismes ne sont pas encore décrits, que la protéine PAD4 pourrait étre un
activateur de ’expression du géne VSP2 (Singh et al. 2012).

D’autre part, le seul géne a étre régulé négativement par l'interaction avec les
pucerons est le géne codant pour ’ACC Oxydase, impliquée dans la synthése de I’éthyléne
(Figure 31). ACC oxydase étant un facteur limitant dans la voie de ’ET, sa surexpression
peut étre directement corrélée a la production de ’'ET (Li et al. 2012, Liu & Zhang 2004).
Dans notre cas, linfection par le puceron sauvage conduit a une sous-expression de ’ACC
oxydase ce qui indique que la voie de ’'ET est inhibée.

Par ailleurs, il a été montré que MYC2 via ’activation de l'expression de VSP2 a un
role d’inhibiteur de la voie ET. La protéine VSP2 régule négativement les génes de défense
ET-dépendent, les ERF (Lorenzo et al. 2003, 2004; Verhage et al. 2011).

Par ailleurs, il a été montré que MYC2 via l’activation de l'expression de VISP2 a un
role d’inhibiteur de la voie ET. La protéine VSP2 régule négativement les génes de défense
ET-dépendent, les ERF (Lorenzo et al. 2003, 2004; Verhage et al. 2011).
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Figure 30 Expression des génes PAD4 et MYC2 chez les mutants mdl ou la plante
sauvage.

Expressions normalisées log(2), relatives au niveau d’expression chez une plante sauvage
non induite, des génes PAD4 (haut) et MYC2 (bas), chez les mutants mdl ou chez la plante
sauvage (col). Les barres grises représentent le niveau basal d’expression sans induction,
les barres bleues, le niveau d’expression aprés induction par un puceron M. persicae
controle et les barres vertes, le niveau d’expression aprés induction par des pucerons
RNAi MpMIIF1. Les valeurs sont des moyennes et les barres d’erreurs représentent ’erreur
standard obtenue apres trois réplicas biologiques. Les astérisques représentent les valeurs
significativement différentes (p<0.005 avec une analyse ANOVA).
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Bien que les données de la littérature soient complexes, nos résultats sont
cohérents avec de nombreuses études (De Vos et al. 2007). En effet, il est largement décrit
que PAD4 est surexprimé dans l'interaction avec Myzus (Louis & Shah 2015; Louis et al.
2012a,b; Pegadaraju et al. 2007). Il a été montré que cette surexpression se fait dans les
premiéres heures de l'interaction et qu’elle est localisée autour des gaines salivaires du
puceron (Louis et al. 2012a,b). D’autre part, ’éthyléne a été montré comme étant un
moyen de défense efficace contre les insectes piqueurs-suceurs (Casteel et al. 2015, Louis
& Shah 2015). Par exemple, il a été mis en évidence qu'un plant de mais ayant un taux
plus important d’ET est plus résistant au puceron du mais, Rhopalosiphum maidis (Louis
& Shah 2015).

Pour résumer, linteraction Arabidopsis/Myzus déclenche une forte activation de la
voie de l'acide salicylique, ainsi qu’une activation plus modérée de la voie du jasmonate et
une inhibition de la voie de ’éthylene.
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Figure 31 Expression des génes VSP2 et ACC oxydase chez les mutants mdl ou la
plante sauvage.

Expressions normalisées log(2), relatives au niveau d’expression chez une plante sauvage
non induite, des génes VSP2 (haut) et ACC oxydase (bas), chez les mutants mdl ou chez la
plante sauvage (col). Les barres grises représentent le niveau basal d’expression sans
induction, les barres bleues, le niveau d’expression aprés induction par les pucerons M.
persicae controles et les barres vertes, le niveau d’expression aprés induction par des
pucerons RNAi MpMIIF1. Les valeurs sont des moyennes et les barres d’erreurs
représentent l’erreur standard obtenue apreés trois réplicas biologiques. Les astérisques
représentent les valeurs significativement différentes (p<0.005 avec une analyse ANOVA).
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2. EFFET DES MUTATIONS DES GENES ATMDL DANS L'INTERACTION AVEC M.
PERSICAE.

Si I'on se focalise sur les difféerences de profil d’expression entre les plantes
sauvages et les plantes mutantes, aprés exposition a des pucerons sauvages, on peut voir
que la différence majeure se trouve sur les variations d’expression du génes PAD4

En effet, le géne PAD4, pourtant trés fortement surexprimé chez les plantes
sauvages en présence de pucerons, n’est pas surexprimé chez les mutants (Figure 30).
Cependant, de la méme maniére que chez les plantes sauvages, ’ensemble de la voie SA
est activé. Cela suggére qu’en 'absence d’AtMDL, la plante en interaction avec le puceron
peut réguler la voie SA indépendamment de PAD4.

Ce résultat est en adéquation avec les données publiées. En effet, il a é&té montré
que la surexpression de PAD4 dans l'infection au Myzus, n’était pas médiée par la liaison
a EDS1 ou au SA (Lei et al 2014, Louis & Shah 2015), mais pas un meécanisme
indépendant non décrit. Nos résultats suggeérent que les AtMDL interviennent dans la
régulation de la voie SA indépendante de PAD4.

Les différences d’expression observées sont cohérentes avec l'augmentation des
parametres démographiques de pucerons sauvages observées sur les plantes mutantes.
En effet, il est démontré que les mutants pad4 sont plus sensibles aux pucerons
(Pegadaraju et al. 2007), et comme abordé précédemment, I'’¢thyléne a été démontré
comme ayant un role négatif sur les populations de puceron (Louis & Shah 2015).

Pendant linteraction avec le puceron, les AtMDL semblent avoir un role de
régulateurs positifs de la voie SA PAD4- dépendante.

3. EFFET DE MPMIF1 DANS LINTERACTION AVEC A. THALIANA

Pour déterminer le réle du MIF1 de puceron dans la régulation des défenses
AtMDL-dépendantes, nous avons analysé l'expression des marqueurs de défense chez les
plantes sauvages exposées soit a des pucerons RNAi MpMIF1, soit a des pucerons
sauvages.

En absence de MpMIF1 lors de l'infestation des plantes sauvages, l’expression de
I’ACC oxydase n’est pas inhibée et il n’y a pas de surexpression de PAD4, de VSP2 et de
MYC2 (Figure 30, 31).

Le fait que les pucerons sous-exprimant MpMIF1 montrent une incapacité a établir
I'interaction avec Arabidopsis renforce le role de MpMIF1 dans l'inhibition de la voie ET.
On peut imaginer que le puceron, via MpMIF1, inhibe ’ensemble de la voie ET, d'une part
en agissant sur la syntheése et d’autre part en agissant sur VSP2 et MYC2. En effet, il a été
montré que le VSP2 inhibe la voie de I'ET via l’activation de MYC2 (Lorenzo et al. 2003,
Verhage et al. 2011).

Par ailleurs, l'expression de JARI et PDF1.2b est aussi réprimée par les pucerons
RNAIi. Cela apporte un élément supplémentaire qui suggeére que MpMIF1 activerait la voie
JA pour conduire a une répression de la voie ET. En effet, comme abordé précédemment,
bien que les voies jasmonate et l’¢thyléne soient connues pour agir le plus souvent en
synergie, il peut y avoir une régulation croisée négative entre ces deux voies. Les
mécanismes moléculaires ne sont pas encore décrits mais il a été mis en évidence que
MYC2 et le facteur de transcription EIN3 (qui régule la transcription des génes de réponse
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ET-dépendant) s’inhibent mutuellement lors de la réponse a des blessures (Huang et al
2016, Song et al. 2014).

Ce type de stratégie est connu pour d’autres effecteurs, comme par exemple
AvrPtoB de Pseudomonas, qui stimule la voie de biosynthése de ’ABA, pour activer la
réponse ABA-dépendante, qui conduit a une inhibition de la voie de l’acide salicylique,
efficace contre cette bactérie (de Torres-Zabala et al. 2007, 2009).

Un résultat remarquable est 1'activation AtMDL-dépendante de PAD4 par MpMIF1.
En effet, les mutants pad4 étant plus sensibles aux pucerons (Pegadaraju et al. 2007), on
aurait pu attendre que le puceron réprime cette voie. Il semble donc que la surexpression
de PAD4 conduit a une dérégulation massive de I'homéostasie hormonale chez
Arabidopsis. Cette dérégulation serait spécifiquement manipulée par MpMIF1 et
impliquerait les AtMDL de la plante hote (Figure 31 et 32).

4. LIEN ENTRE LES ATMDL ET MPMIF1 DANS LES VOIES DE SIGNALISATION DE LA
DEFENSE DES PLANTES.

Si 'on compare les effets des pucerons RNAi sur les mutants mdl avec leurs effets
sur plantes sauvages, la différence majeure est l’activation de l’expression de VSP2 en
absence de AtMDL (Figure 31 et 32).

Nous avons démontré précédemment qu'un phénotype d’interaction sauvage peut
étre restauré, quand un puceron RNAi est placé sur une plante mutante mdl. Ceci suggere
que l'activation de VSP2 chez les mutants mdl participe a la restauration de l'interaction
des pucerons RNAi avec les plantes mutantes. Cela appuie le fait que la voie ET est
importante dans l’établissement de linteraction. En effet, 'expression constitutive de
VSP2 chez le mutant conduit a une répression de la voie ET. Cependant cette répression
ne semble pas passer par linhibition de la synthése de 'ET. On peut imaginer que VSP2,
agit sur la répression des protéines effectrices ET-dépendante (ERF) qui conduit a baisse
de la réponse a I'ET.

Il semble donc qu’il existe un lien entre les AtMDL et MpMIF1. En effet, les AtMDL
semblent étre des régulateurs positifs de la voie ET alors que MpMIF1 semble, lui, inhiber
cette voie.

Pour résumer, l’ensemble des travaux sur le mode d’action de MIF1 de pucerons dans
linteraction ont montré que MpMIF1 est un régulateur positif de VSP2 et de MYC2, et
conduirait a linhibition de la voie de Uéthylene. D’autre part, ces travaux montrent
également le réle des AtMDL sur Uactivation de PAD4 et sur la voie de l’éthyléne. On peut
donc envisager que MpMIF1 agit en tant qu’antagoniste des AtMDL en inhibant la voie de
UET, ce qui permettrait d’établir Uinteraction.

Les trois protéines AtMDL sont dépourvues dun certain nombre de motifs de
localisation subcellulaire tels que des motifs d’adressage a la membrane, des peptides de
transit mitochondrial, ou des signaux d’importation nucléaire (Panstruga et al. 2015).
Cependant, ’absence de ces motifs est partagée avec le MIF humain, qui est sécrété par
une voie non conventionnelle ne nécessitant pas de réticulum endoplasmique ou
d’appareil de Golgi.
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En outre, deux des trois AtMDL ont été retrouvés dans des études protéomiques.
AtMDL1 a été trouvé parmi les protéines du stroma chloroplastique et AtMDL3 a été
identifié comme protéine du peroxysome. Bien que des expériences de localisation
subcellulaire doivent étre effectuées pour s’assurer de leurs localisations ces informations
appuient leurs roles dans la défense des plantes. En effet, le chloroplaste et le peroxysome
sont des organites importants dans la mise en place des défenses. Le chloroplaste joue un
role majeur dans l'immunité végétale en étant le site de la biosynthése de plusieurs
molécules clés liées a la défense, telles que 'acide salicylique et le précurseur de l’acide
jasmonique, mais également dans la production de calcium intracellulaire et de ROS. En
outre, il semble que les plantes infectées par un agent pathogéne mettent en place un
processus actif pour arréter les fonctions photosynthétiques afin de priver le parasite de
ressources carbonées (Bobik & Burch-Smith 2015, Serrano et al. 2016). De la méme
maniére, le peroxysome est le siege de la biosynthése de I'acide jasmonique et de 'auxine.
En effet, le précurseur du JA, OPDA une fois synthétisé dans le chloroplaste est transféré
dans le peroxysome pour achever sa synthése (Leon 2013).

L’ensemble des parties 2 a 4 vont donner lieu a une publication actuellement en
cours de préparation.
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Les résultats présentés dans ce manuscrit de thése permettent de proposer un
schéma de l'action de la cytokine MIF des pucerons dans l'interaction avec la défense des
plantes (Figure 32).

Apoplasme

Figure 32 Schéma bilan du role des cytokines MIF dans I’interaction entre le
puceron et sa plante hote.

La cytokine MpMIF1 est exprimée dans les glandes salivaires et injectée au cours de
I'alimentation dans les cellules ou dans 1’apoplasme de la plante via la salive. Dans 1'hoéte,
MpMIF1 interfére positivement et négativement avec les différentes voies de signalisation
afin de perturber 'homéostasie hormonale nécessaire a la mise en place de défenses
efficaces. Cette homéostasie semble étre régulée par les AtMDL, homologues de MIF chez
les plantes. Cependant, le mode d’interaction entre MpMIF1 et les AtMDL n’est pas encore
élucideé.
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Nous avons montré que MpMIF1 est injecté dans la plante par le biais de la salive.
Son implication semble étre importante pour la prise alimentaire proprement dite, et non
pour le choix de la plante hote. En effet, nous avons pu mettre en évidence, grace a
l'analyse du comportement alimentaire de A. pisum, que les premieres phases
d’alimentation ne sont pas affectées.

Notre premiére approche en N. benthamiana nous a permis de décrire des
évenements d’inhibition de la défense tardive des plantes, tels que la mise en place de la
HR et les dépots de callose, laissant penser que MpMIF1 a une action négative sur les
voies de défense.

L’¢tude de la bibliographie et la présence d’homologues MIF dans la plante nous a
orientés vers l’hypothése d’'une utilisation de la machinerie cellulaire et moléculaire
endogene. Les expérimentations menées par la suite sur les plantes mutantes pour les
génes AtMDL montrent que l’action de MpMIF1 ne passe pas directement par une
répression des défenses, mais plutét par une perturbation de 1'homéostasie hormonale
chez la plante hote. En particulier, nos résultats suggérent une inhibition de ’action des
AtMDL, ce qui permet une inhibition de la voie éthyléne lors de la mise en place de
I'interaction.

Bien que cette étude apporte de bonnes bases sur la compréhension du mécanisme
d’action du MIF1 de puceron, de nombreuses questions émergent et ouvrent de nouvelles
voies de recherche.

Comment MpMIF1 rentre-t-il en contact avec la cellule de plante ?

Il serait intéressant, pour aller plus loin dans la compréhension du mode d’action
de MpMIF1 sur la défense des plantes, de comprendre par quel moyen il peut interférer
avec les voies de défenses des plantes.

On peut se demander s’il est injecté directement dans le cytoplasme des cellules via
le stylet du puceron, pendant les phases de ponctions cellulaires ou bien s’il est sécrété
dans l'apoplasme pour avoir une action via un récepteur. Ces deux hypothéses sont
valables.

L’analyse du comportement alimentaire a, en fait, révélé que c’est a partir de la
phase des ponctions répétées dans les cellules compagnes du phloéme (phase de
salivation la plus importante) que les pucerons sous-exprimant MpMIF1 sont bloqués.
Cela peut suggérer que MIF est injecté dans les cellules compagnes pour réorienter la
défense avant les ponctions dans le phloéme. Cependant, on peut aussi penser que
MpMIF1 est sécrété dans 'apoplasme de la plante, et que comme le MIF humain, il puisse
étre internalisé par endocystose, avec ou sans récepteur, ou bien déclencher une voie de
signalisation par fixation a son récepteur.

Il est a noter que les plantes, tout comme les invertébrés, ne possédent pas
d’homologue au récepteur du MIF mammifére, CD74. L’identification dun potentiel
récepteur peut aussi étre une voie de recherche a part entiére. Cependant, la présence du
récepteur CD74 n’est pas indispensable a de nombreuses fonctions de MIF chez les
mammiféres.

84



Partie V : Discussion Générale et Perspectives

Quelle est la nature de l’interaction entre les AtMDL et MpMIF1 ?

On peut émettre plusieurs hypothéses quant a la maniére dont les AtMDL et le MIF
de pucerons interagissent :

Par une interaction physique.

En effet, les MIF de mammifére sont actifs sous forme d’homotrimere (Sun et al. 1996,
Suzuki et al. 1996). On peut alors imaginer que les AtMDL agissent de la méme maniére
et que la présence dans les tissus de la plante dun MpMIF, avec une structure
tridimensionnelle légérement différente, permettrait la formation d'un hétérotrimére non
actif.

Pour explorer cette hypothése, des expériences de co-immunoprécipitation
pourraient étre envisagées afin de vérifier si une interaction physique est possible. Ces
expériences pourraient étre poursuivies par des analyses de localisation subcellulaire des
AtMDL et du MpMIF1 in planta, ainsi que par des expérimentations de BiFC
(complémentation bimoléculaire de fluorescence).

Par action sur un interactant commun :
On peut envisager que MpMIF1 cible le ou les mémes interactants que les AtMDL mais
avec une plus forte affinité. Des cribles par systéme double hybride chez la levure peuvent
étre envisagées afin d’identifier des interactants communs entre les AtMDL et MpMIF1.

Comment les AtMDL et MpMIF peuvent-ils avoir des activités antagonistes ?

Les AtMDL et MpMIF possédent des similarités importantes de séquence et de
structure. Néanmoins, nous avons démontré dans cette étude que ces cytokines ont des
actions antagonistes sur les voies de signalisation hormonales, mais aussi sur le
déclenchement de la mort cellulaire. Ce constat, intriguant, nécessiterait une analyse du
lien entre la structure et la fonction de ces protéines.

Une des difféerences majeures dans la structure entre le MIF de puceron et les
AtMDL est la possession d'un motif en C-terminal chez le puceron, formant une hélice a
supplémentaire par rapport aux AtMDL. On peut envisager que ce motif puisse étre a
lorigine des différences observées. Il serait donc envisageable d’ajouter ou d’enlever des
motifs ciblés aux différents MIF de pucerons ou de plantes pour les modifier. Un crible,
facilement utilisable pour ces expérimentations, est l’effet sur la mort cellulaire aprés
transformation transitoire en N. benthamiana.

Quelle est ’implication des AtMDL et de MpMIF1 dans la mort cellulaire.

Une autre voie de recherche, particulierement intéressante quant a la fonction de
ces cytokines, serait d’explorer plus en détail leurs roles dans la signalisation conduisant
a la mort cellulaire végétale.

Notre étude a démontré les roles antagonistes des AtMDL et de MpMIF1 sur la mort
cellulaire, mais il serait intéressant de savoir quel(s) type(s) de mort cellulaire est impliqué
dans cet antagonisme. Cela permettrait d’é¢tayer un peu plus les connaissances dans ce
domaine. En effet, on sait quindépendamment de la voie de défense déclenchée, la
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réponse de la plante peut se conclure par la mise en place d'une mort cellulaire qui
permet notamment de restreindre aux agents biotrophes ’'accés aux nutriments.

D’autre part la mort cellulaire programmeée est indispensable au développement
végétal, tout comme chez les métazoaires. Cependant, les différents types de mort
cellulaire sont trés bien décrits chez les mammiféres, contrairement aux morts cellulaires
chez les végétaux.

Pour avancer dans cette voie, des expériences préliminaires ont été réalisées durant
cette thése. Elles soulignent le besoin de décrire les types de morts cellulaires inhibés par
MpMIF1 (Figure 33).

Nous avons effectivement observé que MpMIF1, en plus d’inhiber la HR provoquée
par la cryptogéine et la mort cellulaire induite par les AtMDL, bloque également la mort
cellulaire déclenchée par Bax (Bcl-2 associated X). Bax est une protéine de mammifére,
qui a un effet pro-apoptotique. Bax est activée par p53 et inhibe la protéine anti-
apoptotique, Bcl-2. La protéine Bax est capable de déclencher une mort cellulaire chez N.
benthamiana, bien que les plantes ne possédent pas les interactants moléculaires
homologues du Bax animal. Les voies de signalisation conduisant a la mort Bax-
dépendante ne sont donc pas caractérisées chez la plante.

L’inhibition de la mort cellulaire par MpMIF1 semble étre un processus qui cible
donc plusieurs types de mort. On peut émettre ’hypothése que le MIF de puceron peut
cibler un processus commun aux différentes voies d’induction des morts cellulaires.

EV MpMIF1

Bax |

EV

Figure 33 MpMIF1 est un inhibiteur de la mort cellulaire déclenchée par Bax chez la
plante.

Images représentatives montrant la mort cellulaire dans des feuilles de N. benthamiana.
Les feuilles ont été co-inoculées avec des A. tumefaciens transformées avec le vecteur vide
(EV) ou la construction MpMIF1 et les constructions de Bax ou EV. (Haut gauche) Les
symptomes visibles de la mort cellulaire induite par Bax. (Haut droite) Ces symptdomes ne
sont plus visibles dans les feuilles co-exprimant MpMIF. (Bas) L’infiltration du vecteur
vide ou de MpMIF1 ne déclenche pas de mort cellulaire. Les photographies ont été prises
24 heures apres l'inoculation.
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I1 serait donc intéressant d'une part d’identifier le type de mort cellulaire
déclenchée par les AtMDL et d’autre part d’identifier quel type de mort cellulaire est inhibé
par le MIF de pucerons et par quel moyen. Pour amorcer le début de cette étude, des
approches par RT-qPCR et par microscopie pourraient €tre mises en place.

Il semble également important de vérifier 'effet de MpMIF1 sur la mort cellulaire
dans un contexte plus physiologique que celle d’'une expression transitoire en tabac. Il
serait par exemple possible de visualiser la mort cellulaire autour des gaines salivaires de
pucerons sauvages ou de pucerons sous-exprimant MpMIF1 et ce, sur des plantes
sauvages ou mutantes mdl Avec cette expérimentation, on peut supposer voir une
augmentation de la mort cellulaire, autour des gaines salivaires, sur plantes sauvages
infectées par des pucerons RNAi. En revanche, sur mutants mdl, la mort cellulaire ne
devrait pas augmenter.

D’autre part, bien que le mode d’alimentation du puceron soit cohérent avec un
blocage de la mort cellulaire, il n’existe pas d’é¢tude publiée qui démontre que la mort
cellulaire est inhibée en présence de pucerons.

Des expériences préliminaires, faites par '’équipe dans le cadre d'un autre projet,
ont montré que sur pomme de terre, une mort cellulaire est visible apres le départ des
colonies de pucerons, supposant que la mort cellulaire est bloquée pendant l'interaction.

Il serait donc intéressant de tester cette hypothése sur A. thaliana, en utilisant des
plantes mutantes IsdI. En effet, LSD1 est un régulateur négatif de la mort cellulaire, qui
agit en amont de NPR1, dans la voie de ’acide salicylique. Les mutants IsdI présentent un
phénotype de mort cellulaire incontrélée, lors d'un stimulus. L'utilisation de ces mutants
permettrait donc une meilleure visualisation de la mort cellulaire pendant et aprés
interactions avec les pucerons.

Quelles sont les fonctions des AtMDL dans la défense des plantes ?

Nous avons vu que les AtMDL semblent étre des régulateurs positifs de PAD4,
indépendamment de la voie de l’acide salicylique, ainsi que de la voie éthyléne. Il est
nécessaire de continuer a explorer le mode d’action des AtMDL. Dans un premier temps, il
semble important de générer les doubles et triples mutants des AtMDL. En effet, bien que
les mutant mdl présentent des phénotypes suggérant qu’il n’existe pas de redondance
fonctionnelle compleéte, il faut vérifier ’'absence de redondance partielle.

D’autre part, différentes expérimentations déja abordées dans ce chapitre
permettraient de rechercher plus en détail le role des AtMDL dans la défense tels que
leurs capacités a agir en homotrimeére, leurs localisations subcellulaires, I'identification de
leurs interactants et leurs réles dans l'induction de la mort cellulaire.

Par ailleurs, en vue des phénotypes drastiques de sensibilité que présentent les
mutants mdl, on peut émettre I’hypothése que les AtMDL sont impliqués dans des
interactions avec d’autres bio-agresseurs.
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Pour commencer a répondre a cette hypothése, nous avons effectué des tests
préliminaires d’infections de ces mutants par des agents pathogénes filamenteux (Figure
34).
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Figure 34 Les mutants mdl semblent plus sensibles aux attaques de différents bio
agresseurs.

(a) Nombre de conidiospores de Hyaloperonospora arabidopsisdis (Hpa), par mg de matiére
fraiche sur plante sauvage (col) ou sur mutants mdl. (b,c) Expérimentations réalisées par
le laboratoire de Karl-Heinz Kogel a Giessen en Allemagne. Pourcentage d’infection des
ascomycetes Botrytis cinerea (b) et Fusarium graminerium (c) sur plante sauvage (col) ou
sur mutants mdl Les valeurs sont des moyennes et les barres d’erreurs représentent
l'erreur standard. Les astérisques indiquent les valeurs significativement différentes.

Nous avons ainsi mesuré la sporulation dun oomycéte, Hyaloperonospora
arabidopsidis, dont le mode d’infection peut étre comparé a celui des pucerons. En effet,
cet oomycéte est un biotrophe obligatoire. De ce fait, il doit maintenir sa plante hote dans
un bon état physiologique pour se nourrir et, comme le puceron, éviter de déclencher une
réponse hypersensible. L'expérimentation préliminaire montre que les mutants mdl ont
une sensibilité accrue a l'infection par 'oomyceéte.

Ce résultat appuie lidée que les AtMDL ont un role de régulateur positif de la voie
SA via PAD4. En effet, il est connu que l'acide salicylique joue un rbéle majeur dans la
défense contre les oomycéetes biotrophes (Pieterse et al. 2012).

Pour compléter cette approche par d’autres bio agresseurs, une collaboration avec
le laboratoire de Karl-Heinz Kogel a Giessen nous a permis de tester la susceptibilité des
mutants mdl vis-a-vis d'un ascomycete nécrotrophe, Botrytis cinerea, et un ascomycete
hémi-biotrophe, Fusarium graminearum.

Cette étude a montré que les lignées mutantes testées sont plus sensibles a ces
agents pathogénes (Figure 34). Bien que le mode de vie de ces champignons soit trés
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éloigné de celui du puceron, cette sensibilité chez les mutants est en adéquation avec nos
résultats. En effet, il a été montré que la résistance a ces espéces pathogénes passe par
I’activation de la voie jasmonate (Jiang & Yu 2016).

Cependant, chez les mutants mdl, le géne PDF1.2b, effecteur JA-dépendant, est
sous-exprimé de maniere basale. De plus, la surexpression constitutive de VSP2 chez les
mutants conduit a la répression de la voie éthyléne, et donc aussi a la répression des
facteurs EFR responsables de l’activation des génes JA-dépendants.

Il serait aussi possible de tester d’autre phytoparasites, comme les nématodes. En
outre, les nématodes présentent une caractéristique importante, ils possédent eux aussi
des homologues de MIF.

Quelle est 'importance des MIFs dans les interactions hote-parasites en général ?

Les cytokines MIF ont été principalement étudiées dans les modeéles mammiféres,
en vue de limportance cruciale de cette protéine dans de nombreuses pathologies
humaines. De la méme maniére, les premiéres investigations sur des MIF d’invertébrés se
sont faites sur des parasites humains pour tenter d’expliquer les pathologies et de trouver
de nouveaux traitements. Le MIF humain est d’ailleurs maintenant utilisé comme outil de
diagnostic dans certaines pathologies.

Nos travaux sont les premiers a montrer qu'une cytokine animale joue un réle dans
la manipulation des défenses d'un hote végétal. En outre, MpMIF1 constitue le premier
effecteur de puceron dont la nature biochimique est connue.

Notons qu’en plus d’étre présents chez tous les aphididés, des homologues de MIF
sont présents chez des oomycétes, des nématodes et des bactéries. En revanche, ils sont
absents dans certains groupes comme les diptéres.

Il semble donc que les MIF soient des protéines ancestrales qui ont été conservées
chez certains hotes et parasites. On peut alors imaginer, par analogie avec les résultats de
ce travail, que les MIF de certains parasites aient pu évoluer pour avoir, en plus de leur
role dans 'immunité de l'organisme, un role de manipulation de I'immunité de leur hote.

Cette question a donné lieu a un nouveau sujet de thése qui vise a retracer
I’histoire évolutive des MIF dans les régnes animaux et végétaux. Une partie de ce sujet
est d’analyser la phylogénie des MIF de plantes, d’animaux et de parasites et de
rechercher de potentiels événements de co-évolution entre les MIF d’hotes et les MIF de
parasites.

Mon travail de thése ouvre donc un grand nombre de perspectives tant d’un point
de vu fonctionnel sur ’'action des MIF que d’un point de vu évolutif (Figure 35). En effet, la
conservation de cette protéine dans un grand nombre d’espéces appartenant a des régnes
différents, ainsi que la dichotomie qui semble exister entre les MIF parasites et les MIF
hotes montre bien I'importance des MIF en tant que régulateur de immunité innée, mais
peut étre aussi en tant que « régulateur de I'immunité de 'autre ».
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Role des MIF puceron dans I'immunité

Role des MIF dans les
interactions
Hote-Parasite

Histoire évolutive des MIF

Analyse structure/fonction

Role des AtMDL dans la Homologies fonctionnelles
défense vis-a-vis des parasites entre les MIF mammiféres et
Fonction des AtMDL en plante les MIF pucerons

Roéle dans la mort cellulaire

Figure 35 Perspectives
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Chapitre 1. Conditions d’élevage et de culture en
laboratoire

De maniére a minimiser la variabilité entre les différentes expérimentations, les
conditions d’¢levage des populations de pucerons et de culture des plantes ont été
standardisées tout au long de ces travaux de thése.

1. ELEVAGE DE PUCERONS SUR PLANTES

Les clones du puceron du pois (Acyrthosiphon pisum) sont issus de la lignée LLO1
(Febvay et al. 1988). Ils ont été maintenus sur des jeunes feves (Vicia faba) a 21°C, en
photopériode de 16h jour/8h nuit et a 60-70% d’hygrométrie.

Les clones du puceron verts du pécher (Myzus persicae) sont issus de la lignée
LBO1 de I'INSA de Lyon, initialement maintenus sur chou chinois Pe-tsai (Brassica rapa
subsp. pekinensis) ou sur poivron (Capsicum annuum).
Pour les expérimentations il a été nécessaire de créer des lignées adaptées soit au tabac
(Nicotiana benthamiana), soit a Arabidopsis thaliana. Pour cela, 20 pucerons adultes
aptéres ont été placés sur un jeune plant chaque jour, jusqu’a obtenir des descendants
pouvant s’alimenter sur la plante. Ces descendants ont ensuite été transférés sur une
nouvelle plante et ce pendant au minimum 5 générations (temps nécessaire pour obtenir
un taux de viabilité proche de 100%).
L’élevage et les expérimentations ont été menés dans des conditions contrélées identiques
a celles utilisées pour la lignée LLO1 (21°C, 60-70% d’humidité et photopériode de 16h
jour/8 nuit).

Les élevages se sont faits en cages de 20cmx20cmX50cm pour A. pisum et M.
persicae adapté au chou, poivron et tabac.
Les élevages et expérimentations de M. persicae sur A. thaliana, se sont faits en cylindres
de 8cm de diameétre et de 25cm de haut.

Les mesures de traits d’histoire de vie sur tabac ont été réalisées en micro-cages de
4cm de diameétre et de 2cm de haut.

2. MAINTIEN DE PUCERONS SUR MILIEU ARTIFICIEL

Pour les besoins des expérimentations, le maintien des pucerons sur milieu artificiel a
été utilisé. La composition du milieu artificiel « Ap3 » est basée sur la composition du
milieu « AS » initialement optimisé pour le clone LLO1 d’A.pisum (Febvay et al. 1988) et
modifié pour la concentration en saccharose et en B Ala Tyr (Figure 36).
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d  Froduits Poids moléculaire Qté / 100ml (mg)
Saccharose 342.3 20000
L-Anino Acides

Alanine 89.09 178.71
Béta-Alanine 89.1 .22
Arginine 174.2 244.90
Asparagine 150.14 298.55
Acide Aspartique 133.11 88.25
Cystéine 121.16 29.59
Acide Glutamique 147.13 149.36
Glutamine 146.15 445.61
Glycine 75.07 166.56
Histidine HCl 209.63 136.02
Isoleucine 131.18 164.75
Leucine 131.18 231.56
Lysine HCl 182.65 351.09
Méthionine 149.21 72.35
Ornithine HO 168.62 9.41
Phénylalanine 165.19 994.53
Proline 11513 129.28
Sérine 105.09 124.28
Thréonine (allo free) 119.12 127.16
Tryptophane 204.23 42.75
Tyrosine 181.19 38.63
Valine 117.15 190.85
Vitanunes
Acide p-aminobenzoique 137.13 10.0
Acide L-Ascorbique 176.12 100.0
Biotine 244.51 0.10
D-Fanthothénate de Calciurn 219.23 50
Chlorure de Choline 139.62 50.0
Acide Folique 441.40 1
i-Inositol anhydre 180.15 42
Arnide Nicotinique 123.10 10
Pyridoxine HC 169.17 2.5
Riboflavine 376.36 0.5
Thiarnine HCl 265.35 2.5
Leucine

Meétaux traces

Cus0O4 5H20 249.69 0.47
FeCl3 6H20 270.29 445
MnCl2 4H20 197.9 0.65
Nadl 58.44 2.54
Zncl2 136.28 0.83
Divers
Citrate de Calcium 498.46 10.0
Benzoate de Cholestérol 490.76 2.5
Mgs504 TH20 147.53 249.0
b KH2P(C4 136.08 250.0

milieu

Parafilm ®

Boite de Pétri

Figure 36 Protocole Milieu artificiel de puceron

(a) Composition du milieu artificiel de puceron, adaptée du milieu Ap3 (b) Schéma
du dispositif pour I’alimentation des pucerons en milieu artificiel
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Les solutions de « microcomposants » (les vitamines, les traces de métaux et les
composants divers) ont été préparées en avance. Les éléments ont été pesés et dissouts
dans 150mL d’eau milliQ (solution stock 5X) puis aliquotés en flacons de 20mL pour étre
stockés a -20°C (un flacon contient la quantité nécessaire pour 100ml d’Ap3). (Figure 36).
A chaque expérimentation, les acides aminés, le saccharose et le KHoPO4 ont été pesés et
dissouts dans 40ml d’eau milliQ et 20ml de microcomposants. Le pH a été ramené a 7.5
avec du KOH, 5M, puis le volume final a été ajusté a 100ml. L’Ap3 final a ensuite été filtré
a l'aide d’un filtre de 0.45um (Nylon filter membranes, Sigma-Aldrich®).

Apres incorporation ou non de ’ARN double brin (selon expérimentation), 1mL de
milieu a été coulé entre deux couches de Parafilm M® tendues sur des boites de Petri,
pour 50 pucerons. Le dispositif a été placé en chambre humide pour éviter ’évaporation et
le tout placé dans les conditions controlées décrites précédemment.

(Figure 306).

3. CULTURES DE PLANTES

Les semis de Nicotiana benthamiana et d’Arabidopsis Thaliana, écotype Columbia
(Col-0) ont été effectués sur un mélange de terreau et de sable, en condition non stérile,
puis placés 24h a 4°C pour synchroniser la germination. Les pots ont ensuite été placés
dans une chambre a photopériode courte (8 h de jour a 20 °C) pendant 3 semaines puis
transférés en condition « jours longs » (16 h de jour a 22 °C) jusqu’a utilisation.

Les semis de poivron, de féve et de Pe-tsai ont été effectués en terreau, en condition
non stérile, dans une chambre a photopériode longue (16h de jour a 23°C) jusqu’a
utilisation.

Pour la culture in vitro, les graines ont été stérilisées en surface par un bain de

10min dans une solution a 20 % de Javel (12.5° chlore actif) et 80 % éthanol a 95 %, puis
lavées avec de 1’éthanol 100 %.
Apres séchage, elles ont été semées en boites de Petri sur milieu Gamborg (Gamborg’s
Vitamin, Sigma-Aldrich®) a 1 % de Saccharose et 1 % d’Agar. Les boites ont ensuite été
placées a 4 °C pendant 48 h, puis transférées en chambre climatique a 20 °C avec une
photopériode de 12 h.
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Chapitre 2. Techniques de biologie moléculaire

1. EXTRACTION D’ARN ET SYNTHESE D’ADNC

Deux techniques d’extraction d’ARN ont été utilisées :

Pour les petits échantillons (moins de 5 pucerons ou moins de 3 plantules) les
ARN totaux ont été isolés a l'aide du kit « RNeasy mini » (Qiagen). Les prélévements de
tissus végétaux ou de pucerons entiers ont d’abord été traités au B-mercaptoéthanol 1%,
dans le tampon de lyse RLT (fournis) et broyés a l'aide d’'un piston manuel. Aprés ajout
d’'un volume d’é¢thanol 70%, les lysats ont été passés au travers d’une colonne a filtre de
silice retenant les ARN totaux. Les échantillons ont ensuite été soumis a différents lavages
sur colonne et traitements a la DNase. Les ARN totaux ont finalement été élués avec 30ul
d’eau RNase free.

Pour les plus grandes quantités de matériel, 'extraction d’ARN totaux s’est faite au
TRIzol® RNA Isolation Reagent (Ambion® by Life technologies). Les échantillons ont été
broyés au mortier sous azote. 1mL de TRIzol a été ajouté puis les tubes ont été centrifugés
10min a 12000rpm. 0.2mL de chloroforme a été ajouté au surnagent, et apreés incubation
de 10min a température ambiante, les tubes ont été centrifugés 15min a 12000rpm. La
phase aqueuse a ensuite été récoltée et les ARN précipités avec 0.5mL d’isopropanol
pendant au moins 2h. Les ARN ont été culotés et lavés a ’éthanol 70% avant d’étre repris
dans de l'eau RNase free.

La synthése d’ADN complémentaire a été effectuée a 'aide du kit « iScript™ cDNA
synthesis » (Bio-Rad) a partir de 500ng d’ARN total, en suivant les instructions du
fournisseur.

2. EXTRACTION D’ADN GENOMIQUE

Les extractions d’ADN génomique de plantes ou de pucerons, pour les clonages, ont
été effectuées a l'aide du kit « ISOLATE II DNA » (Bioline). Les échantillons ont d’abord été
broyés au mortier sous azote, puis 300ul de tampon de lyse (PA2) et 10ul de RNase A ont
été ajoutés. Les échantillons ont ensuite été incubés 10min a 65°C. 75ul de tampon de
précipitation ont été ajoutés sur glace. Les lysats ont été passés au travers d’'une colonne
a filtre de silice retenant '’ADN. Les échantillons ont ensuite été soumis a différents
lavages sur colonne. L’ADN a été finalement élué en deux fois a chaud (incubation a 65°C
puis centrifugation) dans 50ul de tampon d’élution.

3. GENOTYPAGE DES ARABIDOPSIS MUTANTS
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Les génotypages des A. thaliana mutants ont été effectués a l'aide du kit
« REDExtract-N-Amp™ Plant PCR» (Sigma-Aldrich®). Ils ont été effectués a partir de
disques de feuilles de 0.7cm de diameétre congelés en azote. Les échantillons ont été
broyés dans 100ul de tampon d’extraction a I’aide d’un piston manuel et incubés 10min a
95°C. L’extrait a ensuite été dilué avec 100ul de solution de dilution et stocké a 4°C.

La PCR de génotypage a été effectuée avec 1ul d’extrait de plante, Sul de mix (Ready
Mix), 1ul de primer Forward/Reverse (10uM) et 3ul d’eau dans un Thermocycleur Tetrad
Engine (Bio-Rad). Programme : 3min a 94°C puis 35 cycles de 30s a 94°C, 30s a Tm
(Figure 37), 1min a 72°C puis Smin a 72°C.

Nom Référence Forward Reverse Tm
GabiKat-mdl1-2 | At5g57170 GGCTACGTCTGTTTTCTTCTTTGT CAAAGTGGATTTATGGGCTACAAT 58
Signal-mdi1-1 | At5¢57170 TACATTTGGGCTGAAATTTGC AGGTTGAATTCGCCTCTTTTC 58
Signal-mdI1-3 | At5¢57170 GTTTACGCCAGGTCCTAATCC TAAGCCGATTTTGATTGTTCG 58
Signal-mdi2-1 | At5g01650 CTAACCAATTAGGTGCGTTCG GAGGAAGAATCGAGACTTGGG 58
Signal-mdi2-2 | At5g01650 TCTCCACCAACGTTAACCTTG AAGAAGGATCCCTGCAAGAAG 58
Signal-mdI3-1 | At3g51660 TCATGATGCCTTTTCCATTTC TAGAACGGATCGGTGTTAACG 58
Signal-mdI3-2 | At3g51660 TCCATTTCGTGAGTTTTGATTG TACTTGACCCCTCAAACCAAG 58
GabiKat-mdI3-3 | At3g51660 AGTTTAGAAGGAAGAGGCAAAGAA GTTAACACCGATCCGTTCTACTCC 58
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 58
LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC 58
Ds3-1 ACCCGACCGGATCGTATCGGT 58
GK-8474 ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT 58

Figure 37 Tableau des amorces utilisées pour le génotypage des mutants Arabidopsis
thaliana.
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4. PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL (RT-QPCR)

Les expressions des geénes ont été évaluées par la quantification des transcrits, par
PCR quantitative en temps réel.

Les RT-qPCR ont été réalisées dans un thermocycleur AriaMX (Agilent) a partir de Sul
d’ADNc synthétisés comme décrit ci-dessus et dilués au 50éme. Pour chaque échantillon,
trois réplicats techniques ont été effectués. Le mélange réactionnel de 15pul était composé
de SybrGreen No-ROX Mix 1X (Eurogentec) et de 130nM de chaque amorce, choisie a
I’aide du logiciel Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) (Figure 38).

Le programme : 3min a 95°C puis 40 cycles de 15s a 95°C, 30s a 60°C.
Pour chaque amplification, une courbe de dissociation (de 65°C a 95°C, 0,5°C/sec) a été
établie pour vérifier la présence d’'un seul produit d’amplification.
L’expression des génes a ensuite été quantifiee de maniére relative par la formule, issue
des études de Pfaffl (Bustin et al. 2005; Pfaffl 2001, 2004):

Quantité relative= 1 + Efficacité™oyenne des Ct technique

De méme, l'expression des génes d’intérét par rapport a celle des génes de référence
exprimés constitutivement est calculée selon la formule :

ACT = (quantité relative référence)/ (quantité relative intérét)

L’efficacité de chaque couple d’amorce a été déterminée en effectuant une RT-qPCR
sur une gamme de cDNA (1/10e, 1/50e, 1/250e, 1/1250¢, 1/6250¢) d’é¢chantillons
controles (Col-O sauvage, N. benthamiana sauvage, A. pisum sur plante hote ou M.
persicae sur plante hote).

La pente de la courbe des Ct en fonction de la concentration, a été utilisée pour calculer
lefficacité :
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Mom Référence Forward Reverse Tm
ApEF1a 607454 1 GGCTGATTGTGCTGTGCTTA CCATCTTGTTCACACCAACG 58
MpEF1a J0B0B484 1 GCCGATTGTGCTGTGCTTA COATCTTGTTCACACCAAG h8
ApMIF1 NM_0011626361 CTTGGAMAACCGGAATCGTA CTGTTCAACGCCTAGGGAAC 58
ApMIF2 XM_001946506 2 CCACGTTTAAGCTTAGACACA TTATTACACCCGGGTTCACCGTTG 58
ApMIF3 NM_001126157 2 TCCATCAACATTTTTAGCTGA GTTAAGTTTCCTAGTGCACATGGEC 58
ApIF4 NM_001162080.1 CGGCTGCATTGTTTTCATTA CACCATTTTTCCATTGTGTCO h8
ApMIFS XM_001948047 2 CCATTGTGTCGTGATGAACT GAGCGCGTTTTGAAGGTATT 58
MphIF1 KP218519 TTGGGCETGGAGAT GATAAGC CAACGTTGGATGAACTTTGGT 58
MpMIF3 KR136352 CAGCCAAGCACT CCAAACAC ARAATCTGTCTTGGGGETATGCC 58
MphIF4 KR136353 ATTGCTGGETTCOGCTGAAGA TCCCATGGUGTGTGATTCAA 58
NbPR1 JN247448 1 TGAGATGTGGGETCGATGAGA CGAGTTACGCCAAMGCACTT 60
NbPR2 SGN-USTE107 CAATGCATTAGCAGCAGCAG ATCTTTGGGCGEGTAGGTAT 60
NbPR3 SGN-US15290 TEEEGETTATTGCTGGCTTAG GGEETCATCCAAAACCAGAGA B0
NbPR4 GGOCAAGATTCCTGTGGTAGAT CACTGTTGTTTGAGTTCCTGTTCCT B0
NbPRS GTGGGOGCCCTGGAAGAGT CACGCCACACTACATAAAAGTT 60
MhActinB JOZ56516.1 CTGGEGETTTGCT GGAGATGAT CATCTCCCACGTAGGCATCT 60

MNbGAPDH J0256E517 1 GETGCCAAGAAGGTTGTGAT TAGTGCAACTGGCATTGGAG 60

GA] Adg02780 GAATCTGTCTTCCTCGCCA COGACAATGCTAACTCAACC 60

GAZ A1g73460 TTACAGGAAGGACGATGGATT GOTAACAGGCTCGTAGATCACT 60
GA3OX1 At1g155560 CEGTGAAMMCATCCCTCTCATG TACATGCAT GACCGATTTGGTT 60

SLEEPY1 Atdg24210 GGGCAGAACCAGCTCAGATC TCTTCGGAAMGCCACCAAGC 60
GID1A A3g05120 TTGATGGGGTTTTCTCGTTG TOGTAGATGGCACTGTTTGG 60
GAll At1g14920 COCGGTGACGCGATTCT TCOGCCGCCTTGETTAG 60
DOoGT AthgdH830 TAGGCTCGTTTATGCTTTGTGTGE CECACTTAAGT CGUTAAGT GATGC B0
GASAD A1g22e20 CCAGTATCCGTACACATGG ATAAT AAGCTCACACATCACAC 60

ABI3 At3g24650 ARCCAAT ACGCATCAGGAAACTG ARACCTTGACTGCTGTCTAATGGA 60

ABl4 A2gd0220 TGGETCTGEATCCGGGTTATA CCTCCAAAAGGOCAAATGGE 60
MYBS1 At1g18570 AGTTCTTCCTTCGCACCAAG CEGAGGAAT CAGAGAACGTGE 60

MY C2 A1g18570 AGAACCAGCT CGAGGARGTG CTAATCATTGCGTCCCAACC 60

FRK1 A2g13130 TGECAGCGCAAGGACTAGAG ATCTTCGCTTGGAGCTTCTC 60

YLOG A2g35980 TTCCTGTCOGTAACCCARAG COCTCGRTAGTAGGCATGAGT 60
WRKY33 At2g3gd 70 TCCAGTGAGGAAACATGTGG TGAAGACGAATCCTGTGGETG 60

NIT1 At3g44300 TAGGTTCGGTTTAGCGGTTG TGGTTTTTCCTAGCCACGTC 60

PAD4 At3g52430 GOCGCTTTCACCGCACTTTGG GAGAGATTGGETTTCCGAGCAGAGS 60
WRKYZZ Atdg01260 AMAGGTTCACCATATCCAAGAGGA TCTATTTCGCTCCACTTGTTTACG 60
WRKY29 Adg23850 ATCCAACGGATCAAGAGCTG GCGTCOGACAACAGATTCTC 60
WRKY70 At3ghb400 GGEAAGAAGACAATCCTCATCGT CGTTTTCCCATTGACGTAACT 60

WVSP-2 AthgZ4780 TTGGCAATATCGGAGAT CAAT GGEGACAATGUGAT GAAGATAG 60
CYPB2C2 Atdg319/70 AATCTACCTGCCTGGCACTG CAGAMATGGCCCATGTAAGE 60
CYPBIF2 AbghF220 GTGAAGCACT AGGCGAMGT ATCOGTTCCAGCTAGCATCA, 60

1GS Ag18870 COAATTGACCAGCARATCG ATACCAGCAACGCTAACCAGA 60

ACC At1g62380.1 GCTGATCGGAAAAGAAGCAG CATTGTTGGCCACAGTTGTG 60

JAR1 A2gdB370 CACCGAMGAGACCTTCAGC AACTAACGTAACCCGCATCG 60
NPR1-2 A1 g64280 CAAT GTGAAGACCGCAACAG GTGCGGTTCTACCTTCCAAA 60

OXAl AthgB2060 ARCAGGACTCAGCGATGTTG TACCTGATCTGCCTCCACCT 60
NADHUbD At1g14450 COACCAAT GCAAGAARTCCT GAAGTTGTGCCAAT GGAGGT 60

Bax Inhibitor Mbgd 7120 CETCAGATTTCTCCAGCCGET ATCAAGGGGCCAACAGALGT 60
AMDLA Abgh?170 CETCGCTAARAT CATCGGCA TETAACCCARGAAAGETCG 60
ADLZ Athg01650 TOGGCAAGCCT GAGAACTAT CETTCCAACCARAGAAGGAT 60
AMDOL3 At3gH1660 ACACCGATCCGTTCTACTCC ACCAMCGGTCGCTATGAGTT 60

Figure 38 Tableau des amorces utilisées pour les PCR et les RT-qPCR en A. pisum,
M. persicae, N. benthamiana ou A. thaliana.
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Chapitre 3. Transformation des plantes

1. PREPARATION DES CONSTRUCTIONS PAR CLONAGE GATEWAY®

Les vecteurs utilisés pour l'agrotransformation des plantes (Tabac ou Arabidopsis)
ont été construits grace a la technologie Gateway® (Invitrogen™).

Les constructions géniques ont été réalisées a partir d’ADNc. Les amorces utilisées

comportaient des séquences spécifiques pour les différents génes ciblés et des extensions
permettant la recombinaison homologue in vitro (Figure 39).
Les fragments ainsi obtenus ont été insérés en vecteur donneur, pDONR (Invitrogen™) a
I’aide d’une recombinase spécifique, la BP clonase (Invitrogen™). Les constructions ont été
ensuite transférées dans divers vecteurs de destination a l’aide d'une recombinase
spécifique, la LR clonase (Invitrogen™). Le vecteur pH2GW?7, 0 a été utilisé pour la sur-
expression et le vecteur pK7FWG2 pour la fusion avec la GFP.

Pour effectuer les clonages, la souche DH10B électro-compétente d’Escherichia coli
a été utilisée (ElectroMAX™DH10B™Cells, Invitrogen™). Les bactéries ont été cultivées
dans du milieu LB additionné en antibiotiques sélectifs appropriés, a 37°C. Les
transformants positifs ont ensuite été identifiés par PCR (Figure 39). Les plasmides ont été
purifiés (QIAprep Spin Miniprep, QIAGEN) suivant les indications du fabricant et
séquencés pour validation chez Beckman Genomics (UK). Des Agrobacterium tumefaciens
(GV3101 ou GV3301 en fonction du besoin) électro-compétentes ont ensuite été
transformées a l'aide de ces constructions. Les transformants positifs ont été identifiés par
PCR et stockés en glycérol a -80°C jusqu’a la transformation des plantes.

Nom Référence Forward Reverse Tm

MptIF1-AtB |KP218519 | AAAAAGCAGGCTTCACCATGCCCCATTTCCETTTGGA AGAMAGCTOGGTATTAGCCTAAAATTGTTTGA 53

MptIF3-attB |KR136352| AAAMAGCAGGCTTCACCATGCCAACTTTAAGCATTAC AGAAGCTGGETACTATTGAATAATCTCTTGTA ]

MphiIF4-altB |KR136353| AAARAGCAGGCTTCACCATGTCTATCCTAAGACTTGA AGAAACGCTGGGTATTACTGAATTAACGTTTTTC 58

MphIFT-GW |KPZ218513 ATGCCCCATTTCCGTTTGGA TTAGCCTARRATTGTTTGA 58
MphIF3-GW [KR136352 CAGCCAAGCACTCCAARCAC ARAATCTGTCTTGGGGTATGEC 58
MptIF4-GIA | KR136353 ATTGCTGGTTCCGCTGAAGA TCOCATGGCGTGTGATTCAA o]

AMDL1-attB |ABgb7170| AARAAGCAGGCT TCACCATGCCCACTTTGAATCTCTTC AGAARAGCTGGGTATTATGCAAAGCATTGAATTTG 53

AMDLZ-attB |At5901650| AARAAGCAGGCTTCACCATGCCGTGCCTCAACCTCTCS | AGAAAGCTGGGTACTAGTAGT GCTGGTGTARAGC 53

AMDL3-attB |A3051660|  AAAMAGCAGGCTTCACCATGCCTTGTCTTACATTACA AGAAAGCTGOEGTACTAAAGTTTAGAAGGAAGAGG ]

AMDL1-GW | AtBgd7170 ATGCCCACTTTGAATCTCTTC TTATGCAAAGCATTGAATTTG 58
AMDL2-GW | AtB01650 ATGCCGTGCCTCAACCTCTCC CTAGTAGTGCTGGTGTARAGC 53
AMDL3-GW | At3g51660 ATGCCTTGTCTTACATTACA CTAAAGTTTAGAAGGAAGAGG 53

Figure 39 Tableau des amorces utilisées pour le clonage Gateway des génes MpMIF
et AtMDL.
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2. TRANSFORMATION STABLE EN A. THALIANA

Pour la transformation des Arabidopsis, la technique du « Floral dip » (Clough &
Bent 1998) a été utilisée. Les inflorescences ont été immergées pendant 2 min dans le
milieu d’infiltration (MS, 5% sucrose, 0.03% Silwett, pH 5.7) contenant les A. tumefaciens
GV3101 porteuses des différentes constructions géniques en croissance exponentielle
(densité optique a 600nm DOew=0.8, dilué 100 fois dans le milieu d’infiltration). Les
plantes ont ensuite été placées a lumiére constante pour 2 jours a 16°C, puis transférées
en condition de jours longs a 20°C.

L’analyse de la lére ou 2éme génération des lignées transformées via A.
tumefaciens a été réalisée in vitro. Les graines stérilisées ont été semées en boite de Petri
sur milieu Gamborg. La sélection des plantes transgéniques a été réalisée en présence de
Kanamycine (25ug/ml) pour le vecteur pK7FWG?2 et en présence d’'Hygromycine (25ug/ml)
pour le vecteur pH2GW?7,0.

3. TRANSFORMATION TRANSITOIRE EN N. BENTHAMIANA

Les tabacs ont été transformés de maniére transitoire. Des A. tumefaciens GV3301 ont
été transformées par électroporation avec les vecteurs contenant les constructions a sur-
exprimer, puis mises en culture dans du milieu LB additionné d’antibiotiques appropriés
et placées a 28°C, jusqua l'obtention dune densité optique DOeo0=1.8. Apres
centrifugation et reprise du culot dans de I’Agromix (100mM d’MES pHS5.7, 100mM
MgCl2, 100uM acétosyringone), les bactéries ont été remises en culture pour 3h a 28°C,
D060020.4.

Les plantes ont été ensuite infiltrées avec cette solution au niveau de I’épiderme sur la
face inférieure, a l'aide d’'une seringue de 1mL.
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Chapitre 4 Sous-expression par ARN interférence
chez le puceron

1. SYNTHESE DU DOUBLE BRIN D’ARN

La synthése d’ARN double brin pour I’ARN interférent (ARNi) a été réalisée a l'aide du
kit T7 MegaScript (Ambion®). A ’ADNc d’intérét, il a été rajouté par PCR des adaptateurs
T7, puis le produit PCR a été purifié (PCR Extraction kit, QIAGEN) selon les instructions
du fournisseur et dosé.

Nom Forward Reverse

T7- TAATACGACTCACTATAGGGCGCCCGA | TAATACGACTCACTATAGGGCTGGTTT
GFP AGGTTATGTACAGG GTCTGCCATGATGT

T7- TAATACGACTCACTATAGGGCGGAATC | TAATACGACTCACTATAGGGCGGATGA
ApMI | GTACGTGGTTGTGA ACTTTGGTCCGAAAA

F1

T7- TAATACGACTCACTATAGGGCTCGTAT | TAATACGACTCACTATAGGGCAACTTT
MPMI | GTAGTTGTGACTAT GGTCCGAAAATGT

F1

La transcription des ARN double brin s’est faite pendant 16h, a 37°C, a partir de
500ng de produit PCR purifié. Le lendemain, aprés un traitement de 15min a la Turbo
DNase (fournie), les ARN ont été précipités au NaOAc 3M et éthanol 100%, lavés a
I’éthanol 70% puis repris dans 30ul d’eau RNase free.

2. INJECTION DE L’ARN INTERFERENT CHEZ A. PISUM

L’injection d’ARN double brin (dsRNA) chez A. pisum, s’est faite sur adultes
synchronisés de deux jours, entre les deux cornicules de la face dorsale. Pour chaque
puceron, 100ng de dsRNA ont été injectés avec le Nanoject II (Drumond Scientific
Company) sous une loupe binoculaire (le volume maximal injectable est de 50nl). Pour
chaque condition, 50 adultes ont été utilisés, puis replacés en condition normale d’élevage
sur plante ou sur milieu artificiel.

3. INGESTION DE L’ARN INTERFERENT PAR M. PERSICAE

Pour chaque condition, 50 adultes de M. persicae, synchronisés de deux jours, ont été
nourris durant 24h avec du milieu artificiel AP3 contenant 2.5ug/mL de dsRNA, puis
replacés en condition d’élevage sur plante ou sur milieu artificiel.
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Chapitre 5. Techniques de biochimie

1. EXTRACTION DE PROTEINES

Dans le milieu artificiel

Pour mettre en évidence la présence de MIF dans la salive des pucerons, une
récolte des sécrétions salivaires en milieu artificiel a été effectuée. S0 pucerons, ont été
mis en contact avec 100ul de milieu artificiel (le pool pucerons a été renouvelé toutes les
12 heures) pendant 48h dans une chambre humide pour éviter I’évaporation. Le milieu
artificiel a été récolté pour analyse en western blot.

Dans le corps entier ou les glandes salivaires

Les tissus (S pucerons adultes ou 10 glandes salivaires) ont été broyés dans 100ul de
PBS 1X a pH 7.6 additionné d’'un cocktail d’inhibiteurs de protéase (EASYpacks cOmplete,
Roche). Le lysat a ensuite été centrifugé 2min a 16000rpm et le surnageant récolté pour
analyse en western blot. Le dosage des protéines totales dans les échantillons a été
déterminé par la méthode BCA (BC assay Kit, Uptima) conformément aux instructions du
fournisseur.

2. WESTERN BLOT

15ug de protéines ont été chargés dans un gel SDS-PAGE a 10% et électrotransférés
sur une membrane PVDF (Merck Millipore) par transfert semi-dry (Novex® Semi-Dry
Blotter, Invitrogen™). Les membranes ont €té ensuite lavées puis saturées avec une
solution contenant 5 % de lait en poudre dans du TBS-T 1X (25mM de TRIS, 140mM de
NaCl, 3mM de KCI, 0,05 % de Tween-20, pH 8.0) pendant 1 nuit. Aprés 3 rincages au
TBS-T 1X, les membranes ont été plongées dans une solution contenant ’anticorps anti-
peptide de lapin (dilution 1/5000 dans du TBS-T 1X incluant lait 5%) pendant 1h. Elles
ont été ensuite lavées de nouveau, puis placées dans une solution contenant ’anticorps
de souris anti-lapin couplé a la peroxidase de raifort (dilution 1/5000 dans du TBS-T 1X).
L’activité peroxidase a été révélée par le systéme « enhanced chemiluminescence » (ECL,
Pierce), selon les recommandations du fournisseur.
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Chapitre 6. Microscopie

L’observation des dépots de callose en tabac s’est effectué 48h apres linfiltration
des Agrobacterium. Les zones d’infiltration foliaire ont été récoltées (prélévement de
disques foliaires) puis fixées et décolorées par des bains d’é¢thanol successifs (50%, 70%,
95% puis 100%) puis réhydratées dans des bains d’é¢thanol a 70% puis a 50%.

Les disques foliaires ont ensuite été placés en tampon phosphate 70mM a pH9
pendant 20min. La coloration s’est alors faite dans un bain a 0.05% de bleu d’aniline et
tampon phosphate pendant au minimum 1 heure. Aprés rincage a l'eau milliQ, les
disques foliaires ont été montés entre lame et lamelle dans du glycérol 80%.

L’observation de la fluorescence a été effectuée a 'aide du microscope Axioplan II
(Zeiss) en utilisant le filtre UV (DAPI 49BP) et I'analyse d’image a été faite sur le logiciel
Zeiss Axiovision LE v4.8.2. La quantification de la fluorescence a été effectuée grace au
logiciel Image J (https://imagej.nih.gov/ij/index.html).

Chapitre 7. Tests avec des bio-agresseurs

1. SURVIE ET FECONDITE DES PUCERONS

La survie et la fécondité des pucerons ont été suivies sur des périodes de 7 jours
ou de 10 jours en fonction de l'expérimentation, soit sur plante, soit sur milieu artificiel.
Chaque jour, les nombres d’individus morts et les descendants ont été comptés puis
éliminés de la cage.

Sur N. benthamiana et féve, 50 pucerons adultes, synchronisés, de 2 jours, par
condition ont été répartis dans 10 micro-cages clippées sur la face abaxiale des feuilles.
Sur Arabidopsis, S0 pucerons adultes, synchronisés, de 2 jours, par condition ont été
répartis sur 10 cotylédons agés de 7 jours.

Sur milieu artificiel, 50 pucerons adultes, synchronisés, de 2 jours, par condition ont été
répartis dans 2 boites de Petri de 8cm de diamétre.

Pour les expérimentations de fitness avec des pucerons RNAi, la cinétique a été
démarrée apres les 24h de prise alimentaire ou apres 24h post-injection.

2. INOCULATION OOMYCETE

Les inoculations avec la souche Noco2 de Hyaloperonospora arabidopsidis ont été
réalisées par pulvérisation d’une solution de spores a une concentration de 40 spores/ul
sur jeunes plantules d’Arabidopsis de 10 jours. Les plantes ont été ensuite placées a
16°C. L’humidité ambiante a été saturante pendant les premiéres 24h de l'incubation
(permettant la germination des spores), réduite a 60% pendant les 4 jours suivants
(favorisant la croissance invasive d’hyphes) et de nouveau saturante pendant 5 jours
apres linoculation (permettant la sporulation) (Quentin et al. 2009).
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Les feuilles ont ensuite été prélevées, récoltées dans l'eau et vortexées afin de
détacher les spores. La concentration en spores de la solution ainsi obtenue a été
dénombrée a laide d'un hémocytomeétre de Lemaur. Pour chaque prélévement, 20
comptages de 10ul de la solution ont été effectués et la quantité de spores a été calculée
en fonction du poids frais (spores/mg de poids frais).

3. ELECTROPENETROGRAPHIE (EPG)

Les activités alimentaires des pucerons ont été enregistrées in situ sous forme de
signaux électriques, en courant continu, a l’aide de la technique de 1’électropénétrographie
(EPG) (Tjallingii 1978). Les EPG ont été faites sur pucerons adultes synchronisés de 2
jours et sur cotylédons de 7 jours repiqués individuellement en terre (Figure 40).

La technique de 'EPG consiste a intégrer dans un circuit électrique un puceron et
une plante, a l'aide d’¢lectrodes. Le circuit est composé d’une source de tension, d'une
résistance et d'un amplificateur, 'ensemble étant relié a un ordinateur permettant de
recueillir les données. A l'insertion des stylets du puceron dans la feuille, le circuit se
ferme et des signaux électriques, issus de la différence de potentiel entre les tissus de la
plante et les muscles épi-pharyngiens, sont générés.

Le puceron a été relié au circuit par un fil d’or (20um de diameétre et 1.5cm de
long) collé sur la partie dorsale de 'abdomen entre les deux cornicules a l'aide de glue
aqueuse argentique. Une électrode de cuivre a été plantée dans le substrat du pot
contenant la plantule. L’'ensemble du circuit a été placé dans une cage de Faraday afin de
réduire le bruit de fond électrique. Les signaux ainsi obtenus ont été amplifiés et
enregistrés sur un ordinateur a l’aide du logiciel « EPG stylets+ » (EPG Systems) pendant 8
heures.

L’analyse a été faite a 'aide du méme logiciel et traitée par le programme EPG-calc, ce qui
a permis de différencier les phases d’alimentation selon le type de signal.

Les différentes phases obtenues sont :

= np, non probing : Phase de non recherche, les stylets sont en dehors de la
plante.

= (C: Phase de recherche des tubes criblés dans I'apoplasme

= FE1: Phase de salivation phloémienne

= E2: Phase d’'ingestion passive de seve élaborée

= F: Phase de déraillement des stylets

= G: Phase d’ingestion active de séve brute

= Pd, potential drop : PiqQre intracellulaire
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Figure 40 Electropénétrographie (EPG)

(a) Schéma explicatif du dispositif expérimental pour 'EPG. Le puceron est relié, a ’'aide
d’'un fil d’or, a un générateur de courant. L’autre électrode est placée dans le pot. Le
signale électrique est alors recueille et amplifié, puis analysée a 'aide d’'un ordinateur. (b)
Exemples de graphiques d’EPG : En bleu, un enregistrement globale d’EPG. Au centre,
une coupe transversale de feuilles, avec l'emplacement des styles et pour chaque
localisation, des exemples de graphiques des ondes enregistrées. Les ondes « C»
constituent les trajets extracellulaires, les «E» correspondent a lalimentation
phloémienne et les « pd » (potentiel drop) montrent une piqure intracellulaire. En vert,
sont représentées des activités normales, en rouge des activités suite a un stress (F)
meécanique ou (G) trophique. ( D'aprés Giordanengo et al. 2007).
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Chapitre 8. Statistiques

Toutes les expérimentations ont été répétées trois fois de maniére indépendante.

Les difféerences d’expression de génes ont été testées par une analyse de variance a
un facteur (ANOVA one-way) et un test de Tukey (HSD, Honestly Significant Difference)
sous le logiciel R (www.R-project.org, R Foundation for Statistical Computing, Austria).

Les différents parameétres de ’EPG ont été testés avec un test U de Mann-Whitney
(STATISTICA 6.1, StatSoft, USA).

Les tests de différences entre les mesures de traits d’histoire de vie ont été réalisés
avec un test non parameétrique Krustal-Wallis, ANOVA a deux facteurs ou avec un modeéle
linéaire généralisé (GLM) sous le logiciel R.

La table de survie des paramétres démographiques a été obtenu avec le logiciel
DEMP (Giordanengo P. (2014) DEMP 1.5.4, programme php pour calculer les parameétres
démographiques (tables de survie). Institut Sophia Agrobiotech, Sophia Antipolis, France.
http:/ /www2.sophia.inra.fr/ID /demp.php).
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Annexes






Annexel : Valeurs des données de RT-gPCR. En rouge, les données significativement
différentes de la valeur sur plante sauvage (col) dans la méme condition. Aprés un test
ANOVA a un facteur (p< 0.095)

Annexe 2 : Analyse des données démographiques DEMP. Les astérisques représentent les
valeurs significativement différente de la valeur sur plante sauvage (col) dans la méme
condition (p<0.05)

Annexe 3 : Publication Naessens et al. 2015
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PRP GPA GPARNAI | GPAGFP
Col [542054*] 607 | 442057
mdi-1 | 405 (0.22) 4(0) 2.85(0.36)"
mdi-2 | 3.99(0.09) 4(0) 4(0)
mdi2-1 4 (0) 4(0) 4(0)
mdI2-2 4(0) 5(0) 4(0)
mdi3-2 | 401{009) | 442071) | 357(05)
mdl3-3 | 401{009) | 3.85{0.36) 4(0)
DF GPA GPARNAI | GPAGFP
Col [154(0.16)" [1.22(0.12)" | 1.94 (0.20)"
mdi1-1 243{007) | 184 ({009) | 257 {0.06)
mdi-2 | 263(009) | 2(0.15) | 281{0.03)
mdi241 | 270(0.08) | 2.07 (0.45) | 2.82 (0.03)
mdi2-2 | 232(0.04) | 199(043) | 2.80 (0.26)
mdi3-2 | 225(0.04) | 207 (1.48) | 2.80 {0.05)
mdi3-3 | 275(0.06) |2.07 (0.445) | 266{0.02)
OP GPA GPARNAI | GPAGFP
Col [4.25(1.15)" | 326 (0.74)" [528 (1.17)"
mdi4 | 592(0.35) | 582({072) |7.02 (0.84)"
mdi-2 | 6(013) |[578(084) | 592 (0.59)
mdi24 | 596 (0.27) | 555 (1.41) | 5.96 0.39)
mdi2-2 | 538(013) | 468(1.12) | 587 (0.81)
mdi3-2 | 593(0.13) | 538 (354) | 6.22{0.98)
mdl3-3 | 597 (0.16) | 568 (1.44) | 591 {062)
Annexe 2
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LONG GPA | GPARNAI | GPAGFP
Col | 966(0.82) | 9.26 (0.74) | 9.70 (1.09)
mdi4 | 997 0.28) | 982(072) | 9.96{0.78)
mdi-2 | 999(0.09) | 978 (084) | 9.9 {0.59)
mdi24 | 996 (0.27) | 955 (1.41) | 9.96 (0.39)
mdi2-2 | 9.93(0.13) | 968 (1.12) | 987 (0.81)
mdi32 | 999 (0.09) | 980 (424) | 9.79 (0.85)
mdi3-3 | 998(0.13) | 953(152) | 9.91 (0.62)
Rm GPA__ | GPARNAI | GPAGFP
Col  |023(0.04] |0.47 (0.03)" | 0.33 (0.04)°
mdi4_ | 036 (0.01) | 032 (0.01] | 050 {0.04)
mdi-2 | 037 0.01) | 035(002) | 0.41{0.01)
mdi24 | 0.37 (0.01) | 0.36 (0.04) | 0.41 (0.01)
mdi22 | 035(0) | 030(003) | 0.41{0.02)
mdid2 | 035(0) | 034(008) | 0.43{0.04)
mdi3-3 | 0.37 (0.01) | 0.37 (0.05) | 0.40 (0.01)
DT GPA | GPARNAI | GPAGFP
Col | 30606 |4.10(072] |2.14 (0.29)
mdi4 | 190(0.05) | 2.15(0.13) | 1.39 {0.11)
mdd-2 | 186 (0.03) | 202(017) | 1.71 (0.06)
mdi24_ | 187 (0.03) | 196 {0.32) | 1.70 (0.03)
mdi2-2 | 196 (0.02) | 2.39 0.42) | 1.70 (0.11)
mdidg2 | 198(0.03) | 209(097) | 161 (0.14)
mdi3-3 | 187 (0.03) | 192(033) | 1.75 (0.06)
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SUMMARY

Aphids attack virtually all plant species and cause
serious crop damages in agriculture [1]. Despite their
dramatic impact on food production, little is known
about the molecular processes that allow aphids to
exploit their host plants. To date, few aphid salivary
proteins have been identified that are essential for
aphid feeding, and their nature and function remain
largely unknown [2-4]. Here, we show that a macro-
phage migration inhibitory factor (MIF) is secreted
in aphid saliva. In vertebrates, MIFs are important
pro-inflammatory cytokines regulating immune re-
sponses [5, 6]. MIF proteins are also secreted by par-
asites of vertebrates, including nematodes, ticks,
and protozoa, and participate in the modulation of
host immune responses [7-9]. The finding that a plant
parasite secretes a MIF protein prompted us to
guestion the role of the cytokine in the plant-aphid
interaction. We show here that expression of MIF
genes is crucial for aphid survival, fecundity, and
feeding on a host plant. The ectopic expression
of aphid MIFs in leaf tissues inhibits major plant
immune responses, such as the expression of de-
fense-related genes, callose deposition, and hyper-
sensitive cell death. Functional complementation an-
alyses in vivo allowed demonstrating that MIF1 is the
member of the MIF protein family that allows aphids
to exploit their host plants. To our knowledge, this is
the first report of a cytokine that is secreted by a
parasite to modulate plant immune responses. Our
findings suggest a so-far unsuspected conservation
of infection strategies among parasites of animal and
plant species.

RESULTS AND DISCUSSION

Aphids Secrete a MIF1 Salivary Protein
We previously showed [10] that the pea aphid Acyrthosiphon
pisum expresses five members of a MIF multigene family

1898 Current Biology 25, 1898-1903, July 20, 2015 2 2015 Elsevier Ltd All rights reserved

ApMIF1-ApMIF5; Figure 1A). Here, we show the existence and
expression of three MIF members in the green peach aphid My-
zus percicae, which we named MpMIF1 (GenBank: KP218519),
MpMIF3 (GenBank: KR136352), and MpMIF4 (GenBank:
KR136353) according to their sequence similarities with the
A. pisum MIFs [10]. Sequence similarities among aphid MIFs
are more pronounced between identical members from different
species (orthologs) than between different members of the same
pecies (paralogs; Figure S1). This is consistent with previous re-
zults showing acomplex evolutionary history, which is character-
ized by differential gene loss and duplication across insect phyla
and which occurred before the diversification of aphids [10].

In both A. pisum and M. persicae, transcripts of all MIF genes
were detected in whole bodies (Figures 1A and 1B). However,
ApMIF1 and MpMIF1 were the unique members to be expressed
in salivary glands (Figures 1A and 1B). The presence of MIF pep-
tides in aphid saliva was recently reported in a proteomic study
[12]. Here, MIF proteins were detected in artificial medium after
feeding of aphids (Figure 1C), demonstrating that both species
secrete the cytokine during feeding.

Secretion of MIF proteins has been reported for a variety of
vertebrate host-infecting parasite species, including nematodes,
such as hookworms [11]; protozoa, such as Leishmania and
Plasmodium [7]; and ticks [8, 13]. Several studies provided evi-
dence that parasite MIFs participate in host immunomodulation
[11, 14]. The molecular mechanisms underlying interference with
the host immune system remain to be elucidated for most of
these vertebrate-parasite interactions, but hookworms likely op-
erate through the endogenous MIF-related signaling pathways of
the host [11]. The secretion of a MIF by aphids is intriguing, as it
raises the question of the role of such cytokine in the aphid-plant
interaction.

Expression of Aphid MIFs Is Required for an Exploitation
of the Host Plant

To investigate whether expression of MIF1 affects the success of
the aphid-plant interaction, we used RNAi of MIF1 on the model
aphid A. pisum. Analysis of the interference efficiency and dy-
namics showed that, despite the sequence differences between
genes of the MIF family (Figure S1), the RNAI targeting of MIF1
results in a strong under-expression of the three well-expressed
ApMIFs, ApMIF1, ApMIF2, and ApMIF3 (Figure S2). This non-
specific effect of dsSRNA on related genes (orthologs or paralogs)

-
@ CrossMark

141



>
w

C
60 60

40 40

20 20

Relative Expression Ratio
Relative Expression Ratio

0 0

¢ @ ¢ @ <
& p?e‘ y.?e‘ y?@ @Q“

W ¢

&
» W

W

has been previously reported and shown to function on genes
containing as few as 11 contiguous nucleotides identical to the
triggered transcript [15]. Under-expression of ApMIF-encoding
genes results in a significant decrease in survival and fecundity
of A. pisum when feeding on their host plant Vicia faba (Fig-
ure 2A). By contrast, no difference in survival and fecundity
was observed between MIF1-dsRNA injected and control
aphids, when maintained on artificial feeding medium (Figure 2B).
Therefore, the reduced survival and fecundity of aphids that un-
der-express MIFs seem not to result from a general deleterious
effect of MIF repression but rather from an impediment of the
interaction with the host plant. We thus analyzed in more detail
the feeding behavior of aphids that under-express MIFs. Electro-
penetrography (EPG) recordings (Figures 2C and 2D) showed no
variation in the pathway phases (phase 1 and 2) between GFP-
and MIF-dsRNA-injected aphids (Figure 2C; Table S2). By
contrast, aphids that under-express MIF showed significantly
reduced periods of long-repeated punctures in phloem ele-
ments, required more time for initiating phloem sap ingestion,
and remained for a much-shorter time in the phloem feeding
phase 3 (Figure 2E). This altered behavior decreased the overall
ratio of aphids that succeeded in phloem feeding (Table S1).

The EPG parameters show that the repression of MIF genes
does not affect the aphid’s ability to explore plant tissues
but rather disturbs their ability to feed from phloem sap. Long-
repeated punctures realized in companion cells and phloem cells
are a prerequisite for phloem feeding [16], and alteration in these
punctures has been reported for aphids being exposed to resis-
tant plants [17]. Taken together, our results show that the aphid
requires MIF proteins for exploiting the plant and suggest that
these cytokines may play a role in modulating the defense
responses of the host.

Aphid MIFs Interfere with the Plant Immune System

To analyze whether aphid MIF proteins interfere with immune re-
sponses of the host plant, we used the Agrobacterium-tumefa-
ciens-mediated transient expression system to produce MIFs
in Nicotiana benthamiana leaves. This versatile method allows
delivering genes into the plant cell nucleus for functional analysis
and is commonly used for analyzing the interference of parasite-
and pathogen-derived proteins with plant immune responses
[18]. As A. pisum is unable to proliferate on N. benthamiana,
we used sequences from the aphid Myzus persicae, which is

wB SM

~e

S s MpMIF1

Figure 1. Expression of Aphid MIF1 in Sali-
vary Glands

(A and B) Relative expression ratios of MIF
members in whole bodies (black) and salivary
glands (white) from (A) the A. pisum genetic line-
age LLO1 and (B) M. persicae. Expression values
are normalized to EF1 expression and shown
as a percent of total expression of MIFs in
whole bodies. Each bar represents the mean
expression = SD obtained from three independent
experiments.

(C) Representative western blots showing ApMIF1
or MpMIF1 protein in 15 ng total protein prepared
from aphid whole bodies (WB) or saliva-condi-
tioned medium (SM). Antibodies were raised
against two MIF1 peptides [11] (Figure S1).

~ ApMIF1

adapted to N. benthamiana as a host. To analyze the effect of
aphid MIFs on plant defenses, we stimulated the plant immune
responses with the elicitor cryptogein, a 10-kDa protein from
the oomycete plant pathogen, Phytophthora cryptogea [19].
When applied to plants from the genus Nicotiana, cryptogein
elicits multifaceted defense responses, including those gov-
erned by salicylate- and jasmonate-dependent signaling path-
ways. This leads to the production of pathogenesis-related
(PR) proteins [19], the synthesis of callose for cell wall reinforce-
ment [20], and, ultimately, to plant cell death as a visible outcome
of the cryptogein-induced hypersensitive response (HR)in Nico-
tiana [19]. As expected, cryptogein induced the cell death
response in N. benthamiana leaves upon local application (Fig-
ure 3A). By contrast, cell death did not occur in leaves that pro-
duced the aphid proteins (Figure 3A), indicating that MpMIF1,
MpMIF3, and MpMIF4 repress the cryptogein-induced HR. The
transfection with MpMIFs alone or with an empty vector control
did not result in visible symptoms (Figure 3A). The inhibitory ef-
fect of MIFs on apoptosis in animal cells is well documented
[21], and our results show an analogous effect of aphid MIFs
on the hypersensitive cell death of plant cells.

Callose deposition is an efficient host response to injury by in-
sect pests or pathogens [3, 22]. N. benthamiana leaves showed
strong callose synthesis upon cryptogein treatment (Figure 3B).
This response was repressed in cryptogein-treated leaves
producing MpMIF proteins, and callose levels were similar to
those observed in non-elicited leaves (Figure 3B). Congruently,
MpMIFs also impaired the cryptogein-induced transcriptional
activation of the N. benthamiana PR genes, NbPR1, NbPR2,
and NbPR3 (Figure 3C). Overexpression of genes encoding the
acidic NbPR1 and NbPR2 proteins characterizes the activated
salicylate hormone-signaling pathway, whereas an induction of
the gene encoding basic NbPR3 is associated with jasmonate-
dependent defenses [19]. The MpMIFs thus appear to prevent
immune responses, which are mediated by both hormones. It
has to be noted that the MpMIFs also induced callose apposition
and PR gene expression to some extent in control (cry A)
N. benthamiana leaves (Figures 3B and 3C). Dual activities in
activating and suppressing host defense responses were also
shown for the salivary M. persicae protein of unknown function,
Mp10 [3, 23].

Taken together, the data show that aphid MIFs inhibit defense
responses when delivered to plant cells. To our knowledge, this
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Figure 2. MIFs Are Required for an Exploita-
tion of the Host Plant

(A and B) Survival rate (%) and average individual
offspring production (daily fecundity expressed as
number of offspring per day per adult) of adult
A. pisum aphids feeding on plants (A) or main-
tained on artificial diet (B) for 13 days post-injec-
tion (DPI) of dsRNA. Aphids were injected with
non-relevant GFP dsRNA (black lines) or ApMIFL
dsRNA (red lines). Highly significant differences
between GFP dsRNA- and ApMIF1 dsRNA-in-
jected aphids are boxed with a dashed line (p <
0.001). The blue box on the x axis corresponds to
the period of optimum RNAI efficiency (see Fig-
ure S2). Data are means + SD from triplicate ex-
periments carried out on 20 individuals.

(C) Schematic representation of aphid stylet pro-
gression within plant tissues during feeding. After
a non-probing period (1) aphid stylet progression
toward the phloem cells is achieved through
insertion between epidermic cells (ec) (2a), fol-
lowed by punctures of mesophyll cells (m) (2b),
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represents the first evidence that animal cytokines interfere with
plant immune functions and raises the question of the nature of
the plant-signaling pathways that are targeted by aphid MIFs.
In mammals, signal transduction pathways engaged by MIFs
are complex and still not fully characterized. MIFs are known
as multifunctional molecules operating as cytokines and as en-
zymes [5, 6]. Extracellular MIF may undergo endocytosis and
bind to the intracellular protein JAB-1, which results in a down-
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long-repeated punctures of companion cells (cc)
and their associated phloem cells (pc) (3), and
finally, insertion in the phloem cells (pc) for phloem
sap ingestion (4).

(D) Reconstructed typical electropenetrogram
showing the corresponding feeding phases.

(E) Comparison of EPG parameters from the
feeding phases 3 and 4 in GFP dsRNA- (dsGFP;
black bars) or ApMIF1 dsRNA- (dsApMIF1; red
bars) injected aphids. Error bars represent the SE
of triplicate experiments carried out on 24 in-
dividuals. The asterisks indicate differences with
p <0.05 according to the Mann-Whitney U-test. All
parameters are listed in Table S1.

regulation of MAPK signals. Alternatively,
MIFs can bind the extracellular receptor
CD74 and form a MIF-CD74-CD44 com-
plex, which activates the ERK/MAPK
pathways. However, they can also bind
to and signal through the G-protein-
coupled chemokine receptors CXCR,
thus activating integrins and calcium in-
fluxes [24-26]. In addition to these com-
plex physiological activities, MIFs act as
enzymes with D-dopachrome tautomer-
ase, phenylpyruvate tautomerase, and
thiolprotein-oxidoreductase activities
[26]. The question of the molecular activ-
ities and partner molecules of MIFs in
non-mammalian species was previously
raised in a study involving a MIF protein
from a gastropod snail [27]. Although lacking important elements
of mammalian MIF signal transduction pathways such as CD74
immune receptors, the snail MIF was shown to present the ex-
pected activities of induction of immune cell proliferation, inhibi-
tion of p53-mediated apoptosis, and to be involved in the snail
anti-parasitic response [27]. The mode of action of MIFs in plants
is even more intriguing, because specialized cells of the immune
system are missing and because immune responses such as
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Figure 3. MpMIFs Impair Plant Immune

NbPR1 Responses
W MpMIF1 (A and B) Representative pictures showing hy-
B MpMIF3 persensitive cell death (A) and callose deposition
[ MpMIF4 (B) in N. benthamiana leaves. Leaves were inocu-

lated with A. tumefaciens harboring the empty
vector (EV) or the MpMIF constructs (MpMIF1,
MpMIF3, or MpMIF4) 24 hr prior to infiltration with
cryptogein (Cry+) or water (CryA). The efficiency
and dynamics of Agrobacterium-mediated MpMIF
expression in planta are shown in Figure S3. (A)
The visible symptoms of cryptogein-induced hy-
persensitive cell death are dehydration and brown
lesions (top left). These symptoms do not establish
c in leaf areas that express MpMIFs. The local
expression of MpMIFs in leaf tissues does not
trigger hypersensitive cell death (ower lane)

NbPR3 neither does the empty vector control (bottom left).
Photographs were taken 48 hr after inoculation
with A. tumefaciens and 24 hr after treatment with
cryptogein or water. (B) Callose deposition is

b b

induced by cryptogein in infiltrated leaf areas and
appears as blue fluorescence after aniline blue
staining (top left). Cryptogein-induced callose
deposition is reduced in leaf areas that express
MpMIF1, MpMIF3, or MpMIF4 to levels that are
triggered by the local expression of MpMIF genes
in the absence of cryptogein. Agroinfiltration with

c

Cry -

the empty vector control (bottom left) did not induce callose deposition. Photographs were taken 36 hr after inoculation with A. tumefaciens and 12 hr after
treatment with cryptogein or water. The scale bars represent 150 mm. Numbers indicate means + SD of callose spots obtained for six individual leaf discs.
(C) Expression of the defense-related genes NbPR1, NbPR2, and NbPR3 in leaf areas transfected with the EV (black bars) or MpMIFs (gradation of red bars) prior
to treatment with cryptogein (Cry+) or water (CryA). Expression of the target genes is presented as a relative expression normalized to internal reference genes
and to expression in the control sample (EV/CryA). Bars represent means + SD from three biological replicates. Values marked by different letters are significantly
different (p < 0.001; ANOVA and Tukey-Kramer test). Values marked by identical letters are not significantly different.

callose deposition and defense hormone signaling are plant spe-
cific. Understanding the mode of action of MIFs in plants will
definitely deserve future complex and dedicated studies.

It has to be noted that the plant imnmune-suppressive activity
of the aphid cytokines appears to be conserved among different
members of the MIF protein family, including those (such as
MpMIF3 and MpMIF4) that are not expressed in salivary glands.
Therefore, we investigated whether impaired survival and fecun-
dity of MIF-silenced, plant-feeding aphids result from synergistic
effects between the different MIF proteins or from the specific
reduction of MIF1 protein in salivary secretions.

MIF1 Is Sufficient and Required for Aphid Feeding on the
Host Plant

The M. persicae-N. benthamiana model was used to confirm the
role of MIF members in vivo. Similar to what we observed for
A. pisum, RNAi-mediated interference of MIF1 expression re-
sulted in a downregulation of the two well-expressed MIF genes
in M. persicae (Figure S4). This downregulation significantly
decreased the survival and fecundity of aphids when maintained
on their host plant (Figure 4A) but had no effect when aphids fed
on artificial medium (Figure 4B). The downregulation of MIF gene
expression thus specifically influences the capacity of both
M. persicae and A. pisum to interact with their host plant. Acom-
plete recovery of normal survival and fecundity rates was ob-
tained when MIF-downregulated (RNAi) aphids were fed on
N. benthamiana ectopically expressing MpMIF1 (Figure 4C). A
partial recovery was observed when aphids were fed on

N. benthamiana expressing MpMIF3 (Figure 4D) or MpMIF4
(Figure 4E). This partial recovery is likely due to the functional
redundancy among MIF proteins and their ability to inhibit plant
defense responses (Figure 3). However, only MIF1 proteins are
secreted in aphid saliva, and a complete functional complemen-
tation of survival and fecundity is achieved only by expressing
MpMIF1 in plants.

Taken together, we show that aphids express three
M. persicae) to five (A. pisum) MIF genes. Expression profiles
indicate that the cytokines modulate the various biotic interac-
tions that aphids undergo with endosymbiotic bacteria, para-
sites, and pathogens [11]. Here, we show that aphids dedicate
one particular cytokine from the MIF repertoire (MIF1) to their
salivary glands, thus providing a mean to interfere with the
immune system of host plants. We suggest that aphids commu-
tated a regulatory element from their immune system, which
originally participates in warding off parasites, into a device for
improving their own parasitic activity.

Further studies have to show whether the cytokines that are
secreted by animal and plant parasites interfere with analogous
signaling cascades in host cells. It has to be noted that genes en-
coding MIF cytokines were recently described in the model
plant, Arabidopsis thaliana [28]. Furthermore, we identified four
genes in the N. benthamiana genome that code for cytokines
and have similarities with the MpMIF1 protein (Figure S5). It is
therefore possible that MIFs secreted by aphids mimic or antag-
onize host proteins to repress plant immune responses. Cyto-
kine mimicry was shown for the tick Amblyomma americanum,
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Figure 4. Host-Delivered MIF1 Restores Lifespan and Fecundity of
Cytokine-Silenced Aphids

Survival rate (%) and average individual offspring production (daily fecundity
expressed as number of offspring per day per adult) of adult M. persicae
aphids feeding on non-transformed N. benthamiana leaves (A); maintained on
artificial diet (B); or feeding on N. benthamiana leaves expressing MpMIF1 (C),
MpMIF3 (D), or MpMIF4 (E) for 10 days post-ingestion (DPI) of dsRNA. Highly
significant differences between GFP dsRNA- (black lines) and MpMIF1
dsRNA-silenced aphids (red lines) are boxed with a dashed line (p < 0.001;
Kruskal-Wallis test). The blue box on the x axis corresponds to the period of
optimum RNAi efficiency (see Figure S3). Data are means + SD from triplicate
experiments carried out on 50 individuals.

which secretes a salivary MIF into animal hosts to protect the
parasite from being repelled [29].

This first report of a parasite cytokine allowing plant exploita-
tion via salivary secretion suggests a so-far-unsuspected con-
servation of particular infectious processes between parasites
of animal and plant species.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Biological material and procedures for the characterization of MpMIFs; reverse
transcription real-time quantitative PCR (QRT-PCR); aphid maintenance on
artificial diet; the detection of secreted aphid MIFs; plasmid design for Agro-
bacterium-mediated transformation; transient expression in N. benthamiana;
analysis of plant immune responses and RNAi; analysis of aphid feeding
behavior, survival, and fecundity; and statistical analyses are specified in the
Supplemental Experimental Procedures.
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Role des cytokines MIF dans l'interaction entre le puceron et sa plante hote

Les pucerons sont des ravageurs majeurs responsables de pertes économiques importantes. Ces
parasites de plantes évitent ou contrélent les défenses de leur plante hote par des mécanismes
moléculaires qui sont actuellement encore peu élucidés.

Nous avons identifié une cytokine MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) exprimée dans les
glandes salivaires du puceron du pois Acyrthosiphon pisum et du puceron du pécher Myzus
persicae, et démontré que cette protéine est sécrétée avec la salive durant l’alimentation. Des
approches d'ARN interférence ont montré que sa sous-expression entraine une forte perturbation
du comportement alimentaire suivie d'une mortalité des pucerons. Les cytokines MIF étant
connues chez les vertébrés comme des régulateurs majeurs des fonctions de défense, nous avons
émis l'hypothése de leur implication dans la manipulation des défenses de la plante hoéte. Des
expériences d'expression transitoire de cette protéine in planta ont montré qu'elle réprime de
nombreuses réactions de défense de la plante, telles que l'apposition de callose, 'expression de
génes de défense et la réponse hypersensible conduisant a la mort cellulaire. Des expériences de
complémentation fonctionnelle ont permis de montrer que MIF1 est le membre de la famille
multigénique qui est essentiel a l'exploitation de la plante héte par le puceron (Naessens et al
2015).

L’existence de trois homologues de MIF chez la plante modele Arabidopsis thaliana, (AtMDL) a
permis d’émettre ’hypothése que le MIF de pucerons pourrait utiliser la machinerie moléculaire et
cellulaire des AtMDL pour moduler la défense des plantes a son avantage. Des approches de
biologie moléculaire et des analyses démographiques nous ont permis de démontrer que MIF et les
AtMDL ont des actions antagonistes sur la défense des plantes.

Role of MIF cytokines in the interaction between aphid and host plant

Aphids attack virtually all plant species and cause serious crop damages in agriculture. Despite
their dramatic impact on food production, little is known about the molecular processes that allow
aphids to exploit their host plants. We have identified a MIF cytokine (Macrophage Migration
Inhibitory Factor) expressed in the salivary glands of the pea aphid Acyrthosiphon pisum and the
green peach aphid, Myzus persicae. Here, we show that a MIF protein is produced with saliva
during feeding. The finding that a plant parasite secretes a MIF protein prompted us to question
the role of the cytokine in the plant-aphid interaction. We show here that expression of MIF genes
is crucial for aphid survival, fecundity, and feeding on a host plant. The ectopic expression of aphid
MIFs in leaf tissues inhibits major plant immune responses, such as the expression of defense-
related genes, callose deposition, and hypersensitive cell death. Functional complementation
analyses in vivo allowed demonstrating that MIF1 is the member of the MIF protein family that
allows aphids to exploit their host plants (Naessens et al. 2015).

The existence of three MIF homologs in the model plant Arabidopsis thaliana (AtMDL) suggests that
aphid MIF could possibly use the AtMDL molecular and cellular machinery for modulating plant
defense to the aphid’s advantage. Molecular and demographic analyses show that MIF and AtMDL
have antagonistic effects on host plant defense.



