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UPR : Unfolded Protein Response 

UV : Ultra-Violet 
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Vol : volume 

W : Watt 

Ω : Ohm 
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1. La vigne et le mildiou 

1.1 La vigne : une liane originaire du Caucase avec de nombreux enjeux 

économiques aujourd’hui 

1.1.1 Classification et biologie de la vigne 

 La vigne est une liane qui se retrouve dans les climats tempérés et intertropicaux d’Europe, 

d’Asie centrale ou encore d’Amérique. Elle appartient à la famille des Vitaceae, qui comprend dix-sept 

genres et regroupe plus d’un millier d’espèces (The Plant List, 2013). Le genre Vitis et Muscadinia 

rassemble l’ensemble des espèces utilisées en viticulture, soit pour la production de raisins, soit 

comme géniteurs de nouvelles variétés ou de porte-greffes. La position de Muscadinia dans la 

classification a longtemps été discutée. En effet, une première classification par le Pr Jules Emile 

Planchon en 1887 a placé Muscadinia comme un sous-genre de Vitis. Plus tard, en 1913, le Dr John 

Kunkel Small s’est basé sur des critères morphologiques pour séparer Vitis et Muscadinia en deux 

groupes distincts (Figure 1) (Small and Rydberg, 1913). Aujourd’hui encore, des critères basés sur leur 

interfertilité valident l’appartenance au genre Vitis, pendant que la différence du nombre de 

chromosomes (19 pour Vitis et 20 pour Muscadinia) et des critères morphologiques soutiennent 

l’existence du genre Muscadinia. 

Le genre Vitis regroupe près de 80 espèces différentes (The Plant List (2013)). Parmi elles, 

l’unique espèce euro-asiatique, Vitis vinifera L. (la « vigne donnant du vin ») regroupe la majorité des 

vignes cultivées : environ 6500 cultivars, aussi appelés cépages par le vigneron et variétés par les 

botanistes. 

La vigne est une plante pérenne dont la longévité peut atteindre un siècle, mais à l’état 

sauvage, son âge est très proche de celui de l’arbre qui la porte. Chaque année, elle effectue deux 

cycles simultanés, un cycle végétatif et un cycle reproducteur, suivis d’une période de repos au cours 

de l’hiver (Figure 2). Chez la vigne cultivée la fin de la période de repos est marquée par les pleurs au 

niveau des plaies de taille (février à mars), qui indiquent le redémarrage du système racinaire et 

circulatoire de vigne. 

Cycle végétatif : Ce cycle commence par le débourrement des bourgeons dormants (avril). 

Leurs écailles s’ouvrent et laissent apparaitre la bourre, puis les jeunes feuilles, les fleurs et les 

rameaux. C’est un stade très sensible aux gelées printanières. La croissance des rameaux continue 

jusqu’au mois d’août, quand a lieu une phase de mise en réserve et de lignification nommée 

aoûtement. La fin du cycle végétatif s’illustre par la chute des feuilles au mois d’octobre. 
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Figure 1 :  Arbre phylogénétique symplifié des Vitacées. Seulement quelques espèces sont montrées à titre d’exemples.
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Cycle reproducteur : Après le débourrement des ébauches inflorescentielles, déjà formées 

dans le bourgeon l’année précédente, une centaine de boutons floraux se développent et se 

différencient (juin). Après la fécondation, la croissance des baies se divise en plusieurs étapes. La 

nouaison (juin) correspond à la transformation des ovaires en jeunes baies, qui vont ensuite grossir 

jusqu’à la véraison (août-septembre), où elles changent de consistance et de couleur. Les baies ensuite 

ramollissent par entrée de sucre et d’eau jusqu’à la maturité (septembre-octobre). À l’arrivée de 

l’hiver, l’arrêt des flux provoque un flétrissement des baies et des feuilles. 

Les dates de chaque étape sont données à titre indicatif et correspondent grosso modo aux 

conditions du vignoble français, mais elles peuvent varier selon les régions et les conditions 

climatiques. De plus, un avancement dans l’année des stades de développement est observé comme 

conséquence du réchauffement climatique actuel (Duchêne and Schneider, 2005).  

1.1.2 Origines de la vigne et de la viticulture 

Des changements climatiques importants ont eu lieux au cours de la lente dislocation du 

supercontinent de la Pangée, ce qui a permis l’émergence et la diversification des plantes à fleurs, les 

Angiospermes, sur la surface terrestre. C’est dans cet environnement de grandes forêts que les 

premières traces de lianes et arbustes sauvages appartenant au genre Vitis ont été identifiées sur les 

continents américain, européen et asiatique. Elles datent de 65 millions d’années, c’est à dire au cours 

de l’ère géologique du Paléocène (Figure 3). Un climat doux a permis leur expansion pendant 60 

millions d’années, notamment dans les régions les plus au Nord du globe. Cela a perduré jusqu’au 

début du quaternaire, où une série de glaciations a réduit drastiquement et fragmenté les populations 

de vignes, limitant leur présence à quelques zones refuges. Cette concomitance de la dislocation des 

continents et des épisodes glaciaires a conduit à l’isolement génétique des vignes américaines, 

européennes et asiatiques (Péros et al., 2011). 

Les vignes sauvages et l’être humain se sont côtoyés pendant deux millions d’années au cours 

de la préhistoire ; une consommation des baies de raisin est donc imaginable (McGovern, 2003). Les 

toutes premières traces de viticulture ont été observées dans le Caucase, avec l’utilisation de la vigne 

sauvage Vitis vinifera ssp. sylvestris (du latin signifiant « de la forêt »), aussi appelée lambrusque 

(Bitsadze et al., 2015; Toffolatti et al., 2018). Récemment, des analyses moléculaires ont permis 

d’identifier les toutes premières traces de vins en Géorgie dans des jarres qui datent de près de 8000 

ans (McGovern et al., 2017). Les techniques liées à la viticulture se sont ensuite étendues grâce aux 

migrations humaines et aux échanges commerciaux des Perses et des Phéniciens tout autour de la 

méditerranée, des régions favorables au développement de la vigne (température, ensoleillement, 

géologie) (Levadoux et al., 1962). Avec les conquêtes romaines, l’implantation de la vigne et sa culture 
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se sont développées dans le reste de la méditerranée et vers l’intérieur des terres, notamment sur 

l’ensemble de la France. Cette expansion a été poursuivie au moyen-âge, en grande partie par l’église 

catholique. L’importance donnée au vin par l’homme au cours des différentes civilisations, y voyant 

tantôt un liquide divin, tantôt un remède, a permis une installation solide de la culture sur tous les 

continents. 

Au fil des civilisations méditerranéennes, des hybridations spontannées entre vignes cultivées 

et vignes locales ont eu lieu facilitant leur adaptation environnementale (Myles et al., 2011). Ces 

nouvelles populations ont été à leur tour croisées entre elles dans le but d‘améliorer la production et 

la qualité du vin. L’ensemble de ces croisements explique la richesse actuelle de variétés de V. vinifera 

L. (This et al., 2006). Les vignes cultivées ont été regroupées au sein d’une même sous-espèce : V. 

vinifera spp. sativa (le féminin de l'adjectif sativus : « cultivé ») (Levadoux, 1956). De son côté, la vigne 

originelle sauvage européenne V. vinifera spp. sylvestris est rare et officiellement protégée depuis 

1995, car l’artificialisation des forêts et l’apparition de maladies exotiques l’ont considérablement 

fragilisée (Arnold et al., 1998) (Figure 1). Cette différenciation entre les sous-espèces sylvestris et 

sativa est aujourd’hui confirmée génétiquement par des analyses de marqueurs moléculaires. 

Finalement, la diversité génétique s’est vue élargie par des croisements effectués lors des 150 

dernières années entre des vignes cultivées et des espèces sauvages américaines et asiatiques, 

donnant lieu à ce que l’on appelle des hybrides.  

La domestication humaine de la vigne a amené une expansion géographique de cette dernière 

sur la quasi-totalité de la surface terrestre. Mais en parallèle elle a limité la distribution variétale dans 

les vignobles à quelques variétés phares, sélectionnées pour leur caractéristiques gustatives et 

culturales (This et al., 2006). En effet, l’OIV (Organisation Internationale du la Vigne et du Vin) a montré 

en 2017 que sur les milliers de variétés de vigne connues dans le monde, 13 variétés couvrent plus 

d'un tiers de la superficie viticole mondiale et 50% du vignoble sont occupés par seulement 33 variétés. 

1.1.3 Importance socio-economique de la vigne et du vin 

En fonction des cépages, les raisins peuvent être consommés non-transformés en raisin de 

table, ou transformés séchés, en jus ou en vin par vinification puis élevage. La production de raisin en 

France alimente majoritairement la filière vinicole (Figure 4, A). Avec ses 36.7 Mhl de vin produit et 27 

Mhl consommés, la France n’est pourtant pas le 1er pays producteur ni le 1er consommateur, les palmes 

reviennent respectivement à l’Italie (39.6 Mhl) et aux Etats-Unis (32.6 Mhl) (Chiffres estimés de 2017) 

(Figure 4, B). Cependant la force de la production française réside dans la qualité de son vin, qui en fait 

le premier exportateur au monde avec un chiffre d’affaires à l’export de 9 milliards d’euros et une part 

de marché de 29.6% en 2017 (Source : Organisation Internationale de la Vigne et du vin, Élément de 



Figure 4 : Importance de la produc� on vi� -vinicole en France. (A) Superfi cie de vigne et des� na� on 
de la produc� on de raisins (Source : OIV, Distribu� on variétale du vignoble dans le monde, 2017) 
(B) Produc� on de vin par pays en 2017 (Source : OIV, Eléments de conjoncture vi� vinicole mondiale, 
2017)
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la conjoncture mondiale, Avril 2018). Le poids de la viticulture dans l’économie française est en effet 

très fort. Il s’agit du second secteur exportateur après l’aéronautique et le premier concernant les 

produits agricoles. Par ailleurs, la filière vinicole représente 15% de la valeur de la production agricole 

française (Guyomard et al., 2014). En ce qui concerne le marché de l’emploi, les métiers de la vigne et 

du vin rémunèrent 558 000 acteurs (Source : Vin et société1). L’œnotourisme joue également un rôle 

important dans l’économie française. Près de 10 millions de touristes par an, dont une majorité de 

français, parcourent les routes des vins des vignobles bordelais (18%), champenois (17.2%), alsacien 

(16.9 %) et bourguignon (16.2%) engendrant un chiffre d’affaires estimé à 5.2 milliards d’euros 

(Source : Atout France Étude tourisme et vin).  

L’importance du vin français ne se résume pas uniquement par des chiffres d’affaires mais 

également par une composante culturelle. Le vin est un élément important intégral de la gastronomie 

française et sa consommation est souvent associée à des célébrations, tant d’ordres religieux que 

festif. Trois vignobles français ont été inscrits au patrimoine mondial de l’UNESCO (Organisation des 

Nations Unies pour l’Éducation, la Science et la Culture) : en premier lieu la Juridiction de Saint Emilion 

en 1999, qui a été rejointe en 2015 par les Climats du Vignoble de Bourgogne et les Coteaux, Maisons 

et Caves souterraines de Champagne (Source : UNESCO). 

Au vu de son importance dans le quotidien de nombreux français ainsi que dans le monde, 

différentes études visant à vérifier l’impact du vin sur la santé ont amené des résultats contradictoires 

qui créent la controverse. Au début, des études ont suggéré que la faible prévalence de maladies 

coronariennes en France malgré un régime alimentaire riche en acides gras saturés, phénomène connu 

comme le « paradoxe français », s’expliquerait par la consommation régulière de vin, dont les 

propriétés antioxydantes du resvératrol protègeraient contre l’effet nocif des acides gras (Siemann 

and Creasy, 1992). Plus tard, deux autres études ont rassemblé des preuves qui indiqueraient qu’une 

consommation modérée de vin (1-2 verres par jour) aurait un effet préventif sur les maladies 

cardiovasculaires, certains cancers, l’obésité, le diabète et certaines maladies neurodégénératives 

(Baur and Sinclair, 2006; Roupe et al., 2006). Cependant, cet effet protecteur est discuté par une étude 

plus récente qui regroupe les données de 195 pays et qui montre que, au-delà d’un verre par jour, la 

consommation d’alcool est l’un des principaux facteurs de mortalité prématurée (Griswold et al., 

2018).  

1.1.4 Les maladies de la vigne 

Comme toutes les plantes, la vigne interagit avec de nombreux organismes dans son 

environnement. Certaines de ces interactions peuvent avoir des effets bénéfiques, comme dans les 

                                                           
1 http://www.vinetsociete.fr/se-mobiliser-pour-le-vin/chiffres-clefs-de-la-filiere-vin  
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interactions symbiotiques de type mutualiste avec les mycorhizes (Trouvelot et al., 2015). D’autres en 

revanche ont des effets négatifs pour la plante ; on parle alors d’organismes pathogènes, qui vont 

impacter fortement la production et le paysage viti-vinicole.  

Les agents pathogènes de plantes englobent les ravageurs (insectes, comme la pyrale, la 

cicadelle, le phylloxéra) et les microorganismes. Cette dernière catégorie regroupe différents types 

d’agents, qui provoquent différentes maladies chez la vigne, comme les virus (court-noué, 

enroulement), les champignons (black-rot, pourriture grise, oïdium), les bactéries (flavescence dorée, 

maladie de Pierce) et les oomycètes (mildiou) (Tableau 1).  

Les maladies provoquées par les champignons et les oomycètes sont appelées maladies 

cryptogamiques. Celles qui touchent la vigne peuvent être organisées en trois groupes :  

- Les maladies des tissus verts : l’anthracnose (Elsinoe ampelina), le black-rot (Guignardia 

bidwellii), excoriose (Phomopsis viticola), le mildiou (Plasmopara viticola), l’oïdium (Erysiphe necator), 

la pourriture grise (Botrytis cinerea). 

- Les maladies du bois : l’eutypiose (Eutypa lata), les dépérissements à Botryosphaeriacées 

(Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum) et l’Esca (Phaeoacremonium spp, Fomitiporia mediterranea, 

Fomitiporia punctata, Stereum hirsutum). 

- Les maladies racinaires : les pourridiés (Armillaria mellea, Rosellinia necatrix, Roesleria 

subterranea), les pieds noirs (Ilyonectria liriodendri, Campylocarpon fasciculare, Campylocarpon 

pseudofasciculare). 

Le paysage viticole a subi un bouleversement majeur à partir du XIXème siècle avec l’arrivée 

des quatre fléaux américains brisant l’âge d’or de la viticulture : l’oïdium (1847), le phylloxéra (1863), 

le mildiou (1878) et le black-rot (1886). Cet épisode épidémique a dévasté le vignoble européen, 

modifié les pratiques culturales et bouleversé les objectifs de sélection des variétés. Par exemple, c’est 

ainsi que la technique de greffage de la vigne s’est généralisée sur le vieux continent : la greffe de 

variétés européennes de vigne sur des espèces américaines résistantes a été la meilleure solution face 

à la crise du phylloxera. En revanche, le mildiou, le black-rot et l’oïdium constituent toujours un 

problème majeur pour la viticulture. 

1.2 Le mildiou de la vigne 

Le mildiou de la vigne est donc une maladie relativement récente sur le continent européen. 

Elle fait partie des infections qui se sont déplacées à travers les océans via les échanges commerciaux 

du XIXéme siècle. L’absence de connaissance sur le transport de parasites et par conséquent l’absence 
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Techniques de lu� e majeure : Arrachage, Insec� cides

Enroulement 

L’insecte ne crée aucun dégat directement mais transmet le phytoplasme de 
la Flavescence dorée. Ce pathogène américain a été introduit en 1958 et 
infecte aujourd’hui une grande par� e de l’Europe.

Technique de lu� e majeure : Pes� cides

Tableau 1 : Listes des bioagresseurs de la vigne les plus fréquemment rencontrés. Sources: E-phy� a. 
Réu� lisa� on des photographies autorisées par le Dr Dominique Blancard.



Les feuilles et les rameaux se recouvrent de taches et s’enroulent, le mycélium 
apparaît à la surface. La photosynthèse est réduite et les baies se nécrosent.

Technique de lu� e majeure : Protec� ons chimiques

Oidium

Maladies (suite)

Bactériennes

Cryptogamiques

Les feuilles se dessèchent par� ellement et chutent, les pousses chlorosent, 
la vigne ne survit pas plus de deux ans.

Technique de lu� e majeure : Arrachage

Maladie de Pierce 

Les symptômes sont nombreux : Retard dans le débourrement, 
les infl orescences fl étrissent, les feuilles se décolorent, 
dessèchement des baies.

Techniques de lu� e majeure : Arrachage; Insec� cides

Flavescence dorée 
P

Le bois nécrose et perd son écorce. Une colora� on noire marque les zones de 
fruc� fi ca� on du champignon. La croissance végéta� ve est ralen� e, 
donnant de toutes pe� tes feuilles chloro� ques.

Technique de lu� e majeure : Approches prophylac� ques

Eutypiose 

Se caractérise par une décolora� on des feuilles, se teintant en rouge ou en jaune 
selon les cépages. Les baies ont un retard de maturité et un fl étrissement. Une 
pourriture blanche et des ponctua� ons noires apparaissent sur le bois.

Technique de lu� e majeure : Approches prophylac� ques

Chamignons à Esca 

Nom Caractéris� ques majeures 

Les symptômes sont variés : taches foliaires, pourriture des fruits, mortalité des 
bourgeons, lésions sectorielles dans le bois, réduc� on de vigeur, ...

Technique de lu� e majeure : Approches prophylac� ques

Dépérissement 

Des taches nécro� ques apparaissent sur les feuilles, les infl orescences 
dessèchent. Le champignon sporule sur les baies qui fi nissent par pourrir. 

Technique de lu� e majeure :  Protec� ons chimiques

Pourriture grise 

Des taches d’huiles apparaissent sur les feuilles, suivies d’une sporula� on 
et de nécroses. L’oomycète fruc� fère aussi sur les baies. Les rameaux et les 
infl orescences presentent des lésions.

Technique de lu� e majeure : Protec� ons chimiques

Mildiou 

Le champignon s’a� aque aux jeunes organes : des taches nécro� ques 
apparaissent sur les feuilles, les rameaux et les vrilles. Des taches apparaissent 
sur les baies, ponctuées de pycnides.

Technique de lu� e majeure : Protec� ons chimiques

Black rot 
Guignardia bibwellii
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de règlementation et de contrôle de sécurité sanitaire a énormément bouleversé le paysage viticole 

européen.  

Avant 1847 très peu de dégâts générés par des agents phytopathogènes sont décrits chez la 

vigne cultivée, mais cette date marque l’arrivé de l’oïdium en France, engendrant une chute de 80% 

de la production de vin. Le parasite est supposé provenir d’Angleterre à partir de pieds prélevés en 

Amérique pour alimenter des collections botaniques (Legros and Argelès, 2017). Dans le cadre de ces 

mêmes importations pour créer des collections, des vignes américaines sont introduites en France avec 

le phylloxera. L’insecte pique les racines, provoquant des tuberosités, ce qui peut mener à la mort du 

pied de vigne. Trois premiers foyers distincts sont apparus en Europe entre 1861 et 1865 : deux en 

France dans le Gard et les Bouches-du-Rhône et un en Angleterre à Londres. Le ravageur se disperse 

rapidement et menace de faire disparaitre la culture de la vigne en Europe mais, paradoxalement, ce 

sont les mêmes plantes qui ont porté la maladie qui vont apporter la solution pour la combattre. En 

effet, l’utilisation de vignes américaines tolérantes à l’insecte, soit comme porte-greffes soit pour faire 

des hybrides tolérants au phylloxera, permet de sortir de la crise. Ce constat conduit à une importation 

conséquente de matériel végétal depuis l’Amérique, et c’est lors de l’une de ces importations que 

l’agent du mildiou est arrivé en Europe. 

La maladie est observée pour la première fois en 1878 dans le Bordelais (Gessler et al., 2011). 

Un an après son apparition sur le sol français, de nombreux cas d’infection sont identifiés sur 

l’ensemble du territoire français, en Italie et en Autriche. En 1881, des cas d’infection sont notés en 

Allemagne, en Europe de l’Est, en Turquie et en Grèce. Les vignes européennes étant sensibles, sa 

progression est extrêmement rapide (Wong et al., 2001). Au début du XXème siècle, la maladie est 

reconnue comme un problème majeur pour la viticulture des pays européens et la diversité des vignes 

cultivées est fortement réduite (This et al., 2006). Seule la généralisation de l’utilisation d’agent cuivré 

permet de limiter son impact, excepté au cours de la seconde guerre mondiale quand la pénurie du 

métal empêche les traitements, générant d’important dommages (Burruano, 2000; Gessler et al., 

2011). Aujourd’hui encore la pression parasitaire est toujours présente partout où la vigne est cultivée. 

1.2.1 Plasmopara viticola, l’agent causal du mildiou de la vigne 

« Mildiou » est un terme générique qui est utilisé pour un grand nombre de maladies 

cryptogamiques des plantes cultivées. Le mildiou de la vigne est causé par Plasmopara viticola, un 

parasite biotrophe obligatoire inféodé à la vigne qui appartient à la classe des oomycètes.  

Les oomycètes comprennent des agents pathogènes de mammifères, de poissons, de 

crustacées, d’insectes et de plantes. Près de 60% des oomycètes sont pathogènes de plantes. Par la 

similitude de leurs structures, des symptômes induits chez les plantes hôtes et de leur mode de 
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Les zoospores 
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qui libérent ensuite des 

zoospores. 

Figure 5 :  Cycle de développement de P. vi� cola sur la vigne avec une phase sexuée et une 
asexuée. La reproduc� on sexuée a lieu en hiver,  les oospores sont munies de parois épaisses qui leur 
perme� ent de survivre aux condi� ons rudes. Au cours du primtemps et de l’été, P. vi� cola se mul� plie 
sur les � ssus végétaux au cours de plusieurs cycles asexués. Dessins anatomiques extraits de (Cur� s, 
Carlton Clarence, 1917; Gäumann and Dodge, 1928). D’après la représenta� on graphique de Rebeca 
Leme Olivia. 
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Figure 6 : Etapes du cyle asexué de Plasmopara vi� cola dans une feuille de vigne. 
Représenta� on schéma� que d’une coupe transversale de limbe infecté. Extrait de Allègre et al, 2007.
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parasitisme, les oomycètes ont fréquemment été confondus avec les champignons (Judelson, 2012). 

Cependant des analyses phylogénétiques récentes classent les oomycètes très loin des champignons, 

dans le groupe des Straménopiles, proche des algues marines photosynthétiques comme les 

diatomées et les algues brunes (Judelson and Blanco, 2005; Cavalier-Smith and Chao, 2006; Beakes 

et al., 2012). Le profil infectieux similaire à celui des champignons proviendrait en réalité d’une 

convergence évolutive, (Tyler, 2002), voire de transfert horizontaux de gènes (Jiang and Tyler, 2012).  

L’analyse de la séquence du génome de P. viticola montre qu’il dérive d’un ancêtre commun 

au genre Phytophthora hémibiotrophe (Brilli et al., 2018; McCarthy and Fitzpatrick, 2017). Il est 

suggéré que le passage en mode d’infection d’hemi-biotrophe à biotrophe obligatoire n’est pas lié à 

une perte génomique massive mais à celle de gènes impliqués dans les voies de biosynthèse, tels que 

des gènes impliqués dans le métabolisme de l’azote, amenant une dépendance totale à son hôte 

(Kemen et al., 2011; Brilli et al., 2018). 

L’origine présumée de P. viticola est le Nord-Est de l’Amérique (Rouxel et al., 2014). La 

variabilité de P. viticola en Amérique du Nord est très élevée, avec l’existence de quatre sous-espèces 

structurées en fonction de la plante hôte (Rouxel et al., 2013). L’existence d’isolats également 

endémiques en Chine a récemment été soulevée par des analyses phylogénétiques, notant une 

coexistence avec des souches introduites d’origine américaine et une structuration par régions 

climatiques (Zhang et al., 2017a). Finalement, la variabilité de l’agent pathogène est très limitée en 

Europe et on n’observe pas de structuration génétique apparente, sauf un léger gradient Est-Ouest 

(Fontaine et al., 2013). 

1.2.2 Cycle biologique 

Le développement biologique de P. viticola au cours de l’année est composé de deux cycles, 

un asexuel et un sexuel, ce dernier donnant lieu à la formation d’oospores (Figure 5). L’hiver les 

oospores survivent dans le parenchyme des feuilles malades tombées au sol. P. viticola est qualifié 

d’oomycète diploïde hétérothalique (Wong et al., 2001), ce qui signifie que la reproduction sexuelle 

doit se faire entre deux individus avec des compatibilités complémentaires. Les oospores sont donc 

générés par fusion de deux gamètes provenant d’individus différents, des oogonia femelles et des 

antheridia mâles, qui ne sont pas distinguables morphologiquement (Lebeda et al., 2008). Lorsque la 

température remonte à 11°C et que les pluies se font fréquentes, les éclaboussures chargent les 

feuilles proches en oospores. Ces dernières vont former des macrosporanges, qui libèrent des 

zoospores, forme plus fragile de P. viticola mais mobile par la présence de deux flagelles (1) (Figure 6). 

Le flagelle postérieur agit comme un gouvernail pendant que l’antérieur donne l’élan au mouvement 

(Judelson and Blanco, 2005). 



Figure  7 : Cycles de contamina� on de la vigne par P. vi� cola et diversité des symptômes occasionnés sur les organes végéta� fs. 
(D’après Vincent Jeannerot et Michel Clerjeau, paru dans Bayer CropScience, 2001)
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Après avoir nagé jusqu’aux sites propices à l’infection, sur la face inférieure des feuilles (2), ces 

zoospores s’enkystent et pénètrent à travers les stomates foliaires grâce à la production d’un tube 

germinatif (3)). Il démarre ainsi l’infection primaire (Figure 7), qui correspond au premier cycle asexué 

de la saison. Les hyphes colonisent les espaces intercellulaires (4) et se nourrissent via la formation 

d’haustoria qui s’invagine dans les cellules végétales (5). Après une très importante colonisation des 

tissus, les hyphes atteignent les chambres sous-stomatiques et ressortent à travers les stomates en 

formant des sporangiophores (6) (Gessler et al., 2011; Langcake and Lovell, 1980) (Figure 8). 

L’apparition de la sporulation peut prendre entre 5 et 18 jours en fonction des conditions 

environnementales. Les sporanges contenus dans les sporangiophores libèrent en conditions 

favorables les zoospores qui pourront réinfecter d’autres organes et d’autres individus du vignoble (1), 

il s’agira des infections secondaires (Figures 7). Au cours des étés humides, P. viticola peut réaliser de 

nombreux cycles d’infections asexuées (Gobbin et al., 2005, 2007), ce qui entraine de très importantes 

pertes de rendement et de qualité du raisin (Poni et al., 2017).  

1.2.3 Les symptômes du mildiou de la vigne 

P. viticola attaque les organes herbacés de la vigne. La contamination des feuilles se caractérise 

par une coloration jaune appelée tache d’huile sur la face supérieure et un duvet blanc sur la face 

inférieure, correspondant à la sporulation. La sporulation peut être aussi observée sur les 

inflorescences, les jeunes baies (symptômes de rot gris sur jeunes grappes ou rot brun sur les grappes 

plus tardives), les vrilles et les jeunes pousses (Figure 7). L’infection engendre une diminution de la 

surface foliaire viable et conduit ainsi à une réduction de l’activité photosynthétique (Gessler et al., 

2011). Les réserves dans le cep et le remplissage des raisins se voient donc diminués. Les 

contaminations des organes reproducteurs amènent un dessèchement des inflorescences ou des 

baies, ce qui cause une perte de la récolte. Si l’infection n’est pas maîtrisée, la contamination des 

inflorescences peut conduire à des pertes quasi-totales des rendements (Dubos, 2002). Les infections 

répétées au cours des années peuvent amener à la mort des pieds (Dubos, 2002). 

1.3 Protection de la vigne contre le mildiou 

1.3.1 La lutte chimique 

La lutte contre les multiples bioagresseurs de la vigne est essentiellement basée sur l’utilisation 

de produits phytosanitaires. En effet, la viticulture est placée au deuxième rang des cultures les plus 

consommatrices de pesticides (14.4 % des pesticides utilisés) pour une surface agricole cultivée de 



Figure 8 : Déroulement de la colonisa� on intercellulaire de P. vi� cola sur Vi� s  vinifera  cv.  
Müller-Thurgau visualisé en microscopie d’épifl uorescence après colora� on au bleu d’aniline. 
(A) Enkystement et pénétra� on à 6 hpi. Spore enkystée (eZ) vésicule sous-cutanée (sV), hyphe 
primaire (Hy), haustorium primaire (pH), septum (Se), tube germina� f (Pe). (B) Envahissemant 
de l’espace intercellulaire à 24 hpi. (C) Longs hyphes se ramifi ant et s’étalant dans le mésophylle; 
de nombreux haustoria (H) sont déjà formés à 48 hpi. (D) Mycélium lâche dans les champs 
intercostaux, limité par les veines (Ve) à 66 hpi. (E et F) Champs intercostaux remplis de mycélium à  
96 hpi. (G) Ini� alisa� on des sporangiophores (Sp) émergeant d’un stomate. (H) Sporangiophores avec 
zoosporanges matures (Zs) à l’extrémité. Extrait de Unger et al., 2007.
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seulement 3.3 % (Bultault et al., 2011). Les fongicides représentent 80% des traitements et la presque 

totalité de ces fongicides (97%) ciblent le mildiou et l’oïdium.  

Historiquement, le premier fongicide utilisé est la bouillie bordelaise. Il s’agit d’un mélange 

d’eau, de sulfate de cuivre et de chaux. À l’origine les baies étaient badigeonnées de ce mélange pour 

éviter que les voleurs ou les enfants grappillent les raisins en bordure du chemin. En 1882, A. Millardet 

a constaté que la bouillie bordelaise conférait une protection contre P. viticola. Son effet semble venir 

des ions cuivre qui affectent les enzymes nécessaires à la germination des spores. En intervenant aux 

toutes premières étapes de l’infection, son utilisation est donc préventive. 

Aujourd’hui 242 produits commerciaux, dérivés du cuivre ou de synthèse, sont référencés par 

le site E-Phy de l’ANSES (Agence National de la Sécurité de l’Alimentation, de l’Environnement et du 

Travail) (Consultation en Novembre 2018). Ils sont basés sur près de 20 substances actives, utilisées 

seules ou en combinaisons, dont les dix plus importantes sont référencées dans le (Tableau 2, A). De 

nombreuses substances actives sont simultanément utilisées contre le mildiou et l’oïdium. 

Deux études font l’état des lieux des pratiques phytosanitaires dans la lutte contre le mildiou 

dans les vignobles en France. Elles ont été réalisées en 2010 et 2017 par l’Agreste (Service de la 

statistique, de l’évaluation et la prospective agricole) dans le cadre de la directive Ecophyto 2018 et 

seule l’étude de 2010 est accessible. Cette étude nationale unique référence sur tout le territoire une 

moyenne de 16 traitements par vignoble (Figure 9, mildiou). Elle indique que l’indice de fréquence des 

traitements (IFT) varie en fonction du mois et de la région (Figure 9 et 11) en lien direct avec la pression 

exercée par le mildiou (Figure 10). En raison de la biologie de P. viticola, sa pression parasitaire dépend 

d’un climat humide ; elle diminue donc au cœur de l’été, et avec elle la fréquence des traitements 

phytosanitaires. Concernant les données de 2010, il faut tenir compte du climat particulièrement sec 

de cette année ; l’utilisation de fongicides a dû donc être modérée par rapport à d’autres années plus 

humides (Ambiaud, 2013). 

L’utilisation de pesticides comporte des problèmes sanitaires et environnementaux 

(Wightwick et al., 2010; Gill and Garg, 2014) (Tableau 2, B). Les directives européennes de 1991 

(91/414/CEE) et 2009 (Directive 1107/2009/CEE2) mises en place par le Parlement Européen et le 

Conseil de l’Union Européenne interdisent de plus en plus de substances actives. Cette dynamique 

européenne a été suivie en France par le Grenelle de l’environnement en 2008 et le plan Ecophyto2018 

remplacé par le plan Ecophyto2+ qui vise « une réduction de 25% de l’usage de pesticide au niveau 

national d’ici 2020, puis de 50% en 2025 » (Ministère de l’Agriculture, de l’Alimentation et de la Forêt). 

En France, l’ANSES fait mention de 960 utilisations de produits phytosanitaires (comprenant le type de 

substance active, la formulation et la quantité prescrite) contre le mildiou de la vigne qui ont vu leur 

                                                           
2 https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/?uri=celex%3A32009R1107  



% de surfaces 
traitées en 

France

Dose 
en kg/ha

Substance 
ac� ve 2010 2006 2010 2006

Folpel 75 68 0,91 0,94

Mancozèbe 59 51 1,27 1,24

Fosétyl
-Aluminium 55 53 1,51 1,49

Cymoxanil 52 43 0,11 0,11

Me� rame-zinc 38 36 1,31 1,34

Cuivre de 
l'hydroxyde de 

cuivre
28 26 0,91 1,28

Diméthomorphe 26 25 0,23 0,22

Cuivre du 
sulfate de cuivre 26 35 0,82 0,81

Mefenoxam 23 16 0,09 0,08

Cuivre de 
l'oxychlorure de 

cuivre
20 22 0,79 0,81

Tableau 2 : Les 10 premières substances ac� ves contre le mildiou u� lisées en France. (A) Source: Agreste.agriculture.gouv.fr, Enquêtes sur les pra� ques 
phytosanitaires en vi� culture 2006 et 2010. (B) Phrases de risque correspondant aux 10 premières substances ac� ves contre le mildiou. Sources : Anses, 
Africulture.gouv.fr, Agro.basf.fr, Inrs.fr.

H351, H332, H319, H317, H400 

H361d, H317, H400 

H318

H302, H317, H361d, 
H373, H400, H410

H317, H373, H400, H410

H400, H410

H317, H332, H351, H400, H410

H302, H315, H319, H410

H302, H318

H302, H315, H319, H410

Liste des phrases de risque citées :

H302
H315
H317 
H318
H319 
H332 
H351 
H361d
H373 

H400
H410 

Nocif en cas d’inges� on
Provoque une irrita� on cutanée
Peut provoquer une allergie cutanée
Provoque des lésions oculaires graves
Provoque une sévère irrita� on des yeux
Nocif par inhala� on
Suscep� ble de provoquer le cancer
Suscep� ble de nuire au fœtus
Risque présumé d’eff ets graves pour les 
organes à la suite d’exposi� ons répétées ou 
d’une exposi� on prolongée 
Très toxique pour les organismes aqua� ques
Toxique pour les organismes aqua� ques,
entraîne des eff ets néfastes à long terme 

A B
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autorisation retirée au cours des dernières décennies (www.e-phy.anses.fr). Par exemple, l'ACUINEBE 

fait partie des produits commerciaux interdits d’utilisation depuis 1987. Tous les produits qui 

comprennent la même substance active, appelée maneb, ont été retirés progressivement de la vente. 

Le maneb a montré notamment des effets sur la perte de neurones dopaminergiques en lien avec la 

maladie de Parkinson (Kumar et al., 2016; Richter et al., 2017). Le dernier produit concerné est le 

SULFOMA interdit en 2015. Concernant les 10 molécules les plus utilisées en viticulture citées plus 

haut, aucune étude ne montre avec certitude d’effet délétère sur la santé humaine. Cependant, pour 

certains produits des effets observés à posteriori n’avaient pas été mis en évidence lors des analyses 

initiales. De plus, les données apportées lors de l’homologation des produits phytosanitaires ne font 

pas état de leur impact sur l’environnement, alors que les résidus s’accumulent dans l’eau et les sols. 

En plus de poser des problèmes sanitaires et environnementaux, l’utilisation de produits 

phytosanitaires est limitée par l’apparition de résistances chez le mildiou, ce qui diminue leur efficacité 

(Gisi and Sierotzki, 2008; Colcol and Baudoin, 2015; Hollomon, 2016). Des épidémio-surveillances 

réalisées en France par l’ANSES révèlent une importante augmentation de souches résistantes sur le 

territoire au fil des années. Un exemple est la surveillance de la résistance aux fongicides de la famille 

des CAA (Carboxylic Acid Amides), qui représente 5 substances actives réparties dans 60 produits 

commerciaux très utilisés. Les suivis effectués sur 7 ans dans des parcelles en Bourgogne et en 

Champagne montrent une apparition progressive de souches résistantes aux CAA (Figure 12), révélant 

le danger auquel sont exposés les vignobles dépendant de la lutte chimique.  

1.3.2 La lutte raisonnée 

L’atteinte des objectifs de réduction des produits phytosanitaires imposés par le Grenelle de 

l’Environnement et du plan Ecophyto 2 implique des modifications de conduite de la part des 

viticulteurs. La lutte raisonnée s’appuie dans un premier temps sur une utilisation raisonnée des 

intrants définie par l’OILB (Organisation Internationale de Lutte Biologique). L’emploi d’intrants 

chimiques se doit d’être parcimonieux en réduisant les doses et espaçant les traitements en fonction 

du risque de développement de la maladie. Elle prend en compte des facteurs comme la croissance 

foliaire, les précipitations, les températures et la pression parasitaire. Mais tient compte également de 

la sensibilité du cépage cultivé par le viticulteur et par ses voisins, de l’implantation de la maladie les 

années précédentes et de la croissance de la vigne (Institut Français de la Vigne et du Vin). 

Des outils et modèles sont développés pour l’aide à la prise de décision afin d’assister les 

viticulteurs. Parmi eux figure Optidose, développé par l’Institut Français de la Vigne et du Vin (IFV) à 

Bordeaux, qui adapte la dose du produit commercial pour lutter contre le mildiou en fonction de la 

pression parasitaire, la période de l’année et la surface du vignoble. Il existe également des bulletins 
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Figure 9 : Moyenne des 

traitements par parcelle en 2010 

toutes maladies confondues. 

Nombre moyen de traitements  
phytosanitaires par parcelle de 
vigne à raisin de cuve en 2010. 
(Sources : SSP-Agreste-Enquêtes 

sur les pratiques phytosanitaires 
en viticulture 2010)

Figure 10 : Pression parasitaire 

du mildiou ressentie en 2010. 
Le  bilan sanitaire dresse un bilan 
réel de la pression parasitaire. 
Le graphique illustre la pression 
ressentie par les viticulteurs. 
(Sources : SSP-Agreste-Enquêtes 

sur les pratiques phytosanitaires 
en viticulture 2010)

Figure 11 : Nombre de 

traitements selon la période de 

l’année 2010. Répartition des 
traitements contre le mildiou par 
mois selon l’intervalle moyen de 
jours entre deux traitements anti-
mildiou (ensemble  des parcelles 
en mode non biologique). 
(Sources : SSP-Agreste-Enquêtes 

sur les pratiques phytosanitaires 
en viticulture 2010)

Figure 12 : Évolution de la 
proportion de résistance au 
fongicide de type CAA.

Pourcentage d’isolats de 
P.  viticola, prélevés entre 2005 et 
2012, qui sont  resistants (rouge), 
partiellement resistants (jaune) 
ou sensibles (vert) au CAA.
(Extraits de Résistance du mildiou 
de la vigne (Plasmopara viticola)
vis-à-vis des CAA et des QiI, Plan 
de surveillance 2012.)
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de Santé du végétal nationaux ou locaux publiés sur les sites internet des chambres de l’agriculture et 

de la DRAAF (Directions Régionales de l’Alimentation, de l’Agriculture et de la Forêt). Dans la viticulture 

conventionnelle, l’utilisation de doses réduites de fongicides contre le mildiou tend à être plus 

fréquente dans les vignobles français : on a noté une réduction des doses de 38% en 2006 et 42% en 

2013 par rapport aux doses homologuées (Sédillot and Poullette, 2016).  

L’utilisation de doses réduites est aussi appliquée dans la viticulture biologique, qui représente 

8% de la surface viticole française en 2013. Elle se base principalement sur l’application de produits 

cuivrés et soufrés, dont les fréquences d’application sont très élevées (Ambiaud, 2013). Les doses sont 

cependant réduites, se situant à 37% des doses homologuées (Sédillot and Poullette, 2016). Mais le 

cuivre est un métal lourd qui s’accumule et contamine les sols (Bengtsson et al., 1985; Baize et al., 

2007; Wightwick et al., 2008; Wang et al., 2009). Sa toxicité envers le microbiome, la faune et la 

croissance végétale en général oblige à trouver de nouvelles approches de lutte alternative, comme 

l’utilisation de variétés résistantes, l’emploi de produits naturels biocides (parmi lesquels figurent les 

huiles essentielles notamment d’orange), l’emploi de stimulateurs de défenses des plantes ou même 

l’utilisation de bâches anti-pluie, onéreuses mais apparemment efficaces (Andrivon et al., 2018).  

1.3.3 La prophylaxie 

La prophylaxie désigne toutes les pratiques culturales qui permettent de réduire l’apparition, 

mais également la propagation et l’aggravation d’une maladie. Ces techniques n’évitent pas 

l’apparition du mildiou mais limitent sa propagation. En viticulture, parmi les pratiques conseillées 

figurent la coupe des rameaux gourmands (épamprage ou ébourgeonnage), des feuilles (effeuillages), 

des organes jeunes plus sensibles (rognage) et de la végétation du sol (désherbage). En effet, 

l’accumulation de végétation augmente l’humidité ce qui favorise le développement de P. viticola. Il 

est également conseillé de drainer toutes les sorties d’eau (mouillères) et d’éviter son accumulation 

dans les creux ou les bouts de rang (BASF-FranceAgro3). Le mildiou se développe très rapidement dès 

que les conditions météorologiques sont réunies, c’est pourquoi la prophylaxie repose beaucoup sur 

la surveillance des températures et des pluies. Des outils sont proposés aux viticulteurs pour suivre 

précisément l’évolution des conditions météorologiques (BASF-Agro). 

1.3.4 La lutte biologique 

L’OILB définit la lutte biologique comme : « l'utilisation d'organismes vivants pour prévenir ou 

réduire les dégâts causés par des ravageurs ». À ce jour, il existe sur le marché très peu d’agents de 

lutte biologique contre le mildiou de la vigne. Cependant, des recherches sont en cours pour 

                                                           
3 https://m.agro.basf.fr/agroportal/mfr/fr/startpage.html  
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développer cette stratégie. Différentes souches de la bactérie Bacillus subtilis ont été montrées comme 

causant une inhibition de l’infection de P. viticola sur feuilles et baies, inhibition qui pourrait être due 

à une action antibiotique (Furuya et al., 2011; Zhang et al., 2017b). Le champignon Trichoderma 

harzianum T39 stimule les défenses des vignes sensibles, Vitis vinifera cv. Pinot Gris et cv. Pinot Noir, 

apportant une protection au mildiou (Perazzolli et al., 2008). Un autre champignon, Fusarium 

proliferatum, a montré une efficacité en laboratoire et au vignoble. Des champignons mychoriziens 

comme Rhizophagus irregularis sont également étudiés pour leurs effets potentialisateurs des 

défenses chez la vigne (Bruisson et al., 2016). Les approches de méta-omique récentes permettent 

d’obtenir une meilleure évaluation de l’impact du microbiome sur la protection ou la promotion de 

maladies de la vigne, ce qui permettra l’identification de nouveaux agents biologiques (Alaimo et al., 

2018). 

1.3.5 La stimulation des défenses des plantes 

L’action des stimulateurs de défenses naturelles (SDN) (ou SDP pour stimulateurs de défenses 

des plantes), repose sur l’activation préalable des mécanismes de défense de la plante pour la rendre 

plus résistante à une infection. Les SDN peuvent induire des mécanismes physiques, comme le 

renforcement des parois, ou des mécanismes bio-chimiques, comme la potentialisation d’une mort 

cellulaire des cellules infectées ou la sécrétion de composés antimicrobiens, tels des enzymes ou 

phytoalexines. La présence du SDN sur quelques feuilles peut souvent suffire à déclencher la SAR, 

résistance systémique acquise, dans le reste de la plante. 

Les SDN peuvent être naturels ou de synthèse. Les SDN naturels sont souvent des fragments 

d’agents pathogènes ou de plantes qui peuvent être reconnus et éliciter une réponse de défense. Par 

exemple, les oligogalacturonides sont des fragments de parois cellulaires végétales ; leur présence 

intercellulaire mime une altération des barrières physiques par les agents pathogènes et active la 

signalisation de défense conduisant à une résistance à P. viticola (Allègre et al., 2009; Aziz et al., 2004; 

Galletti et al., 2011). Très peu de SDN sont actuellement sur le marché contre le mildiou de la vigne 

en France.  

Produit commercialisé Producteur 

Bastid® /Messager®  

qui combine oligochitosan et oligopectates 

Syngenta 

Romeo® qui contient des parois de levures Agrauxine, BASF France  

Pertinan ® du phosphonate de potassium DeSangosse 

Bion® un analogue de l’acide salicylique Syngenta 
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D’autres SDN, non commercialisés, sont fréquemment décrits dans la littérature comme ayant 

un effet sur l’infection de P. viticola : PS3 (laminarine sulfatée purifiée à partir d’une algue brune) 

(Trouvelot et al., 2008), l’acide aminé BABA (acide β-aminobutyrique)(Reuveni et al., 2001). Certains 

SDN, comme le composé nommé PE, sont capables d’avoir simultanément une activité inductrice de 

défenses et biocide en altérant la motilité des zoospores (Krzyzaniak et al., 2018). Cependant, 

l’observation de ces propriétés ne garantit pas un effet en vignoble où les ceps sont confrontés à de 

nombreux stress biotiques et abiotiques fréquents (Dufour et al., 2016). Les SDN ont également leurs 

limites, car la stimulation fréquente des voies de défenses peut impacter négativement l’allocation des 

ressource vers le développement végétal (Davidsson et al., 2017). 

1.3.6 Utilisation de variétés résistantes 

Une autre méthode de lutte alternative consiste à utiliser des plantes naturellement 

résistantes. Elle a l’avantage par rapport à l’utilisation de SDN, de biocide, d’agent biologique et de la 

prophylaxie de réduire le coût de la culture, la main d’œuvre nécessaire, le nombre de passages des 

pulvérisateurs dans les rangs qui tassent le sol et l’impact carbone du vignoble.  

Cette approche sera développée dans la seconde section introductive de ce manuscrit. 
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2. La résistance des plantes aux maladies 

Dans la nature les plantes sont soumises à l’attaque de nombreux agents pathogènes. Les 

défenses basales des plantes, qui sont quasiment identiques chez toutes les espèces, permettent de 

les combattre presque tous. La spécificité survient au cours de l’évolution quand certains agents 

pathogènes arrivent à contourner les défenses d’une espèce végétale. L’agent pathogène pourra 

infecter cette espèce mais pas les autres. Une fois la résistance végétale mise en échec, l‘agent 

pathogène peut mettre en danger la plante en empêchant sa reproduction. L’équilibre « prédateur-

proie » fait que l’agent pathogène va s’anéantir s’il y a disparition de ses hôtes. Dans les écosystèmes 

naturels, ces épidémies sont donc en général courtes et limitées dans l’espace (Tack et al., 2012). 

Dans les écosystèmes agricoles, cet équilibre disparaît. Les plantes sont apportées par 

l’agriculteur, l’hôte est ainsi continuellement présent en très grand nombre et sur de très grandes 

surfaces, il n’y a pas de régulation naturelle de la population. Ce contexte favorise l’apparition d’agents 

pathogènes spécifiques de l’hôte (Boyd et al., 2013) et les conséquences peuvent être très graves, 

comme le montre l’épisode de famine entre 1845 et 1849 en Irlande et dans les Highlands en Ecosse 

suite à l’apparition de Phytophthora infestans responsable du mildiou dans les cultures de pomme de 

terre.  

2.1 L’utilisation de plantes résistantes en agriculture 

Depuis des milliers d’années, l’homme fait de la sélection de plantes résistantes. Après la 

domestication des espèces, les pépins des baies et les grains des épis provenant des individus les plus 

producteurs et vigoureux, dans des conditions de stress biotiques et abiotiques, étaient conservés pour 

les semis suivants. Il s’agissait de semis de populations hétérogènes et ce mode de sélection, dit 

sélection massale, a été utilisé jusqu’au XIXéme siècle. Après la découverte des organes reproducteurs 

et les travaux de Mendel sur l’hérédité, la maîtrise des croisements a permis de diriger plus finement 

la sélection pour des caractères choisis, donnant lieu à la création de populations de plus en plus 

homogènes et à la naissance de la création variétale. 

Pendant les périodes initiales de l’amélioration des plantes pour la résistance aux maladies, 

des cas particuliers et des incohérences apparaissent et rendent le travail plus difficile pour les 

sélectionneurs (Sansome, 1940). D’un côté, les pressions parasitaires ne sont pas toujours les mêmes 

chaque année, les conditions climatiques et la prédation par exemple impactent les populations 

d’agent pathogène et modifient le niveau de résistance mesuré. De plus, le caractère de résistance 

sélectionné n’est pas toujours stable. Le niveau de résistance d’une plante vis-à-vis d’un agent 

pathogène est parfois variable, allant de la résistance totale jusqu’à la sensibilité. Des variations dans 
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les lois de ségrégation mendélienne des gènes sont observées, et s’expliquent aujourd’hui notamment 

par l’épigénétique.  

Suite à la domestication, les espèces cultivées ont une faible diversité génétique qui peut être 

un frein à la création de variétés résistantes. A l’inverse, les espèces sauvages ont une plus grande 

diversité génétique et peuvent servir de source de gènes de résistance. Lorsqu’une plante possédant 

des caractères de résistance est interfertile avec la plante d’intérêt agronomique, il est possible de les 

croiser et, par le biais de rétrocroisements successifs, de produire des plantes associant résistance et 

performance agronomique. Cette approche bien qu’intéressante montre des limites lorsque les 

caractères de résistance et de performances agronomiques ne sont pas conciliables. L’exemple des 

multiples travaux menés pour obtenir des pommes de terre résistantes à Phytophthora infestans est 

très révélateur (Sansome, 1940) : les quelques individus résistants créés sont incapables de produire 

des tubercules dont la qualité est appréciable pour une culture à grande échelle. 

Une autre limite potentielle des variétés résistantes est leur durabilité. Une fois que des 

variétés sont créées, mises sur le marché et déployées sur le territoire, il peut arriver que les caractères 

de résistance perdent leur efficacité de façon plus ou moins rapide : les agents pathogènes visés ont 

réussi à contourner les résistances sélectionnées. Le contournement de la résistance semble moins 

probable lorsque plusieurs facteurs de résistance sont déployés conjointement sur le territoire ou 

introduits simultanément dans la plante d’intérêt agronomique. L’introgression de plusieurs gènes de 

résistance ne garantit pas pour autant l’impossibilité d’un contournement. Par exemple, des cultivars 

de blé cumulant plusieurs sources de résistances fortes contre la rouille noire provoquée par Puccinia 

graminis ont été systématiquement contournés. En 1960, le cultivar résistant Mengavi qui possédait 

SrTt-l et Sr9c a dû être retiré du marché, et le cultivar Mendos, qui possédait Sr7a, SrIl, Sr17 et Sd6 a 

connu le même sort en 1964 (Jackson et al., 2004). 

2.2 Résistance durable 

Le problème majeur associé au développement de variétés résistantes est leur durabilité. Une 

résistance est dite durable « lorsqu’elle reste efficace dans une variété cultivée à grande échelle, 

pendant une longue période de temps et dans des conditions favorables au développement de la 

maladie » (Johnson, 1984). Plusieurs facteurs peuvent influencer la durabilité de la résistance. Certains 

sont propres à la plante, comme la nature de la résistance ou son déploiement, pendant que d’autres 

proviennent de l’agent pathogène, en particulier son potentiel évolutif et la pénalité imposé sur sa 

fitness par l’éventuel contournement de la résistance. Finalement, des facteurs environnementaux 

peuvent aussi jouer un rôle dans l’issu de l’interaction. 
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Les contournements dépendent généralement de mutations aléatoires et de la ségrégation de 

gènes qui ont majoritairement lieu au cours de la reproduction sexuée. La souche contournante 

devient rapidement majoritaire au sein de la population microbienne appuyée par une sélection 

positive. Des caractéristiques particulières de la biologie des micro-organismes comme l’alternance de 

cycles sexués et asexués, l’absence de protection contre les UV, des cycles de multiplication courts, 

une bonne capacité de dispersion ou une forte sporulation, augmentent leur pouvoir évolutif et leur 

confèrent donc une forte capacité à contourner les résistances (McDonald and Linde, 2002). 

Un autre aspect de la biologie de l’agent pathogène pouvant influencer la durabilité des 

résistances est ce que l’on appelle le coût de la virulence, c’est-à-dire les conséquences que le 

contournement de la résistance aura pour la fitness de l’agent pathogène (Leach, 2001). Si pour 

contourner un gène de résistance un agent pathogène doit payer un fort prix sur sa fitness, la souche 

résultante aura des difficultés à s’imposer dans les populations pathogènes et la résistance de la plante 

sera plutôt durable ; en revanche, si le contournement n’impose pas de coût pour l’agent pathogène, 

la résistance de la plante sera facilement contournée. 

2.2.1 Nature de la résistance et durabilité 

Les types de résistance génétique et leur lien avec la durabilité peuvent être analysées au 

travers de différents points de vue, comme le phénotype de la résistance ou la nature et le nombre de 

gènes impliqués. Les concepts résultants sont fréquemment associés, voire confondus, mais des 

exemples montrent que cette association n’est pas toujours vraie.  

Résistance qualitative vs Résistance quantitative 

Du point de vue de la distribution du phénotype de la résistance dans les populations, on peut 

distinguer la résistance qualitative, où les phénotypes correspondent à des classes discrètes, et la 

résistance quantitative, où les phénotypes suivent une distribution continue. 

La résistance qualitative est souvent appelée résistance totale ou forte (Parlevliet, 2002). Très 

fréquemment elle se visualise par la mise en place d’un mécanisme de défense très fort comme par 

exemple la réponse hypersensible (HR, Hypersensitive response), une mort cellulaire programmée qui 

se déclenche dans les cellules infectées et qui limite la propagation de l’agent pathogène dans le reste 

des tissus végétaux. Dans un nombre important de cas, cette résistance dépend d’un ou de deux gènes 

majeurs et elle est spécifique à un isolat particulier, elle est donc appelée résistance « race 

spécifique ». En raison de sa nature, ce type de résistance est facilement identifiable dans des 

populations ségrégantes entre plantes résistantes et sensibles (St Clair, 2010). Cette résistance très 
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forte est décrite comme éphémère, car elle est fréquemment contournée par les agents pathogènes, 

et souvent de façon rapide.  

La résistance dite quantitative ne se distingue pas par une absence de maladie mais par une 

réduction de l’impact de la maladie ou un ralentissement de son développement. Elle peut se mesurer 

par un pourcentage de plantes qui survivent, un pourcentage d’agent pathogène qui réussit à finir le 

cycle d’infection et à se disperser. La résistance quantitative est beaucoup plus fréquente que la 

résistance qualitative et ne dépend pas de la mise en place de la HR. Elle est parfois considérée comme 

plus durable par rapport à la résistance qualitative. La résistance quantitative est parfois difficile à 

identifier car elle ne présente pas toujours de rapport avec une ségrégation mendélienne triviale, 

puisque les phénotypes peuvent résulter des interactions de gènes entre eux ou avec l’environnement 

(St Clair, 2010). Les mécanismes moléculaires sous-jacents aux résistances quantitatives sont très peu 

connus et généralement ils contrent une grande gamme d’isolats d’agents pathogènes et sont donc 

qualifiés de non spécifiques. La résistance quantitative est difficile à contourner par les agents 

pathogènes, mais elle crée une pression de sélection qui conduit à des souches plus agressives des 

agents pathogènes, un phénomène qu’on connaît comme érosion de la résistance (Pariaud et al., 

2009). Cowger and Mundt (2002) montrent que des isolats de Mycosphaerella graminicola prélevés 

sur des cultivars de blé modérement résistants présentent une augmentation de l’aggressivité en fin 

d’épidémie en comparaison aux isolats prélevés sur des cultivars sensibles.  

Résistance monogénique vs Résistance polygénique 

Du point de vue du nombre de gènes impliqués dans la résistance, les résistances peuvent être 

monogéniques (un seul gène) ou polygéniques (plus d’un gène) (Demol, 2002) (Figure 13). Par le passé, 

il a été assimilé à la résistance monogénique une résistance verticale, spécifique à un parasite, et à la 

polygénique une résistance horizontale. Les concepts de résistance verticale et horizontale ayant été 

employés pour désigner de nombreux concepts différents, ces termes sont devenus peu pertinents. 

Les résistances monogéniques et polygèniques sont fréquemment associées aux résistances 

respectivement qualitatives et quantitatives. Les résistances monogéniques sont fréquemment 

associées aux résistances fortes, spécifiques et qui amènent au déclenchement d’une HR. Du point de 

vue de l’amélioration, le gène concerné peut facilement être identifié, situé sur un chromosome donné 

et introgressé au cours des programmes de sélection. Les résistances polygéniques peuvent faire appel 

à plusieurs barrières différentes érigées contre les agents pathogènes envahissants. D’autre part 

différents loci peuvent contrôler un même mécanisme de défense. Ces résistances polygéniques sont 

donc considérées comme étant plus durables que les résistances monogéniques facilement 

contournables. Il arrive souvent qu’aucun des gènes d’intérêt n’ait suffisamment d’effet 



Figure 13 :  Modèle simplifié de la comparaison des formes de résistance monogénique et polygénique. 
La résistance monogénique est classiquement décrite comme la reconnaissance d’une protéine d’avi-

rulence (Avr, en rouge) du pathogène par une protéine de résistance (R, en vert) de la plante. Elle 

fait intervenir une seule voie de signalisation  La résistance polygènique implique la combinaison de 

plusieurs mécanismes de défense et voies métaboliques. Ces deux resistances differt notament par les 

voies métaboliques impliquées, la complexité est plus importante pour la résistance polygènique. Modi-

fié à partir de : https://www6.toulouse.inra.fr/lipm/Recherche/Immunite-quantitative-chez-les-plantes.
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individuellement pour permettre son identification, ce qui entraine une grande difficulté pour leur 

suivi au cours des croisements dans des programmes de sélection. 

Résistance dominante vs Résistance récessive 

Du point de vue de la nature de la résistance, les résistances peuvent être dominantes, i.e. un 

seul allèle du gène de résistance est suffisant pour conférer le phénotype, ou récessives, i.e. les deux 

copies du gène doivent contenir l’allèle lié à la résistance. 

La résistance dominante est très fréquemment associée à la théorie de la « résistance gène 

pour gène » (Flor, 1971). Un gène de résistance (R) est capable de détecter une protéine du parasite, 

qui est alors qualifiée de facteur d’avirulence (Avr). La résistance arrive quand la plante porte le gène 

R et l’agent pathogène, le gène Avr. Les gènes de résistance dominants ont été identifiés comme 

codant des protéines qui agissent comme des récepteurs qui reconnaissent les protéines Avr de l’agent 

pathogène, reconnaissance qui souvent donne lieu au déclenchement d’une HR. Les résistances 

dominantes sont en général facilement contournables. Un seul événement de mutation sur le gène 

d’avirulence est suffisant pour le contournement par le parasite. Il peut s’agir, entre autres, d’une 

mutation d‘un acide aminé sur le site de l’interaction moléculaire du couple R/Avr, ne permettant plus 

la reconnaissance par la protéine R, ou d’une délétion du gène Avr. Au niveau évolutif, cette adaptation 

est très rapide à mettre en place, comme le montre le grand nombre de gènes dominants qui ont été 

contournés (Parlevliet, 2002). Tout comme la résistance qualitative, la résistance dominante est 

facilement identifiable dans des populations ségrégantes entre plantes résistantes et sensibles. 

Les résistances récessives se basent généralement sur des mutations de gènes de l'hôte 

nécessaires à l'infection, ce qui explique qu’on ait besoin des deux copies pour que la résistance soit 

effective. La résistance est donc conférée par l’incapacité de l’agent pathogène à se développer. Le 

mécanisme moléculaire sous-jacent n’est pas connu pour tous les gènes identifiés. 

La résistance récessive a été très utilisée pour la création de variétés résistantes aux virus. Un 

exemple est le gène pvr2, utilisé depuis 1956 dans la création de variétés de piment résistantes aux 

potyvirus (Lecampion et al., 2009). Les eIF4 sont une famille de protéines impliquées dans le complexe 

d’initiation de la traduction chez les eucaryotes qui permettent le recrutement des ribosomes 

(Browning, 1996). Dans le cadre de l’infection virale d’un potyvirus, il a été observé que eIF4E interagit 

avec la protéine VPg virale, interaction qui est essentielle pour la réplication virale. Des mutants 

naturels de eIF4E et eIF4G confèrent une résistance spécifique chacune à un potyvirus donné (Charron 

et al., 2008; Ruffel et al., 2002). Des mutations de protéines de la famille eIF4E conférant une 

résistance récessive aux potyvirus ont été également observées chez d’autres espèces (pot1 de la 

tomate, sbm1 du pois, nsv du melon, rym4 et rym5 de l’orge) (Gao et al., 2004; Nieto et al., 2006; 
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Ruffel et al., 2005; Stein et al., 2005). Ces résistances sont relativement durables et prv2 est toujours 

utilisé dans les programmes de sélection 60 ans après sa découverte. Mais des souches virales sont 

capables de contourner cette résistance grâce à la mutation de quelques acides aminés sur le site de 

liaison de la VPg avec eIF4E (Roudet-Tavert et al., 2007). Un deuxième exemple de résistance récessive 

chez les virus est celui observé pour la maladie de la Sharka causée par le virus PPV (Plum pox potyvirus) 

qui touche les arbres fruitiers du genre Prunus. Le gène récessif rpv1 empêche le déplacement du virus 

à longue distance (Decroocq et al., 2006). Dans ce cas, le phénotype de rpv1 est associé à des variations 

alléliques d’une phosphoglycerate kinase du chloroplaste (Poque et al., 2015). 

Des gènes de résistance récessifs ont aussi été décrits pour des agents pathogènes autres que 

des virus. Par exemple, Mlo, une protéine transmembranaire caractérisée initialement chez l’orge, 

régule négativement le déclenchement de la mort cellulaire (Boyd et al., 2013). Sa perte de fonction 

donne lieu à un gène de résistance récessif, mlo, utilisé depuis 30 ans chez l’orge contre le champignon 

Blumeria gaminis f. sp (Bai et al., 2008). Son homologue chez le pois, er1, est utilisé depuis 50 ans dans 

des variétés de pois pour lutter contre tous les oïdiums (Humphry et al., 2011). Ces gènes récessifs 

amènent donc une résistance non-spécifique et durable. 

Dans le cadre d’une culture monovariétale, il est fréquent d’associer résistance monogénique, 

qualitative, spécifique, dominante, de type HR en un seul concept, induisant une résistance éphémère, 

et à l’inverse de regrouper les concepts de résistance polygénique, quantitative, non-spécifique et 

durabilité. Plusieurs contre-exemples montrent que ces regroupements ne sont pas toujours valables : 

mlo, dont la résistance est monogènique mais non-spécifique et durable ; prv2, dont la résistance est 

monogénique et durable ; le gène Ry de résistance au PVY chez la pomme de terre, dont la résistance 

est monogénique et durable (Brigneti et al., 1997). La résistance aux virus est un cas particulier pour 

lequel le lien entre résistance monogénique dominante et résistance éphémère n’est pas valable, car 

la plupart des gènes connus sont considérés comme durables. Ceci s’explique par le fait que le génome 

des virus est très petit, avec un nombre limité de protéines qui sont souvent multifonctionnelles, ce 

qui fait que les gènes Avr correspondent toujours à des protéines impliquées dans la fitness avec une 

faible marge de mutation. 

2.2.2 Déploiement des résistances et durabilité 

Selon Johnson (1986), « Au sens évolutionnaire, aucune résistance ne dure éternellement », 

ce qui donne une idée du défi que suppose la recherche de résistances durables et incite à utiliser tous 

les leviers disponibles pour essayer d’optimiser la durabilité des variétés résistantes et retarder au 

maximum l’inévitable. 
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Une composante importante de la durabilité des résistances est la façon dont elles sont 

déployées. En effet, les stratégies de déploiement des variétés résistantes impactent beaucoup la 

durabilité de leur résistance (McDonald and Linde, 2002; Sapoukhina et al., 2009). Par le passé, les 

stratégies de déploiement de variétés avec des résistances totales, généralement monogéniques, ont 

conduit rapidement à de nombreux contournements. Un exemple impressionnant est celui du 

tournesol en France (Figure 14). Plusieurs variétés portant différents gènes de résistance au mildiou 

ont été déployées successivement. Pl1 et Pl2 ont été contournés en 1981, et l’utilisation exclusive des 

gènes Pl16/Pl7 et Pl5/Pl8 a conduit à l’apparition d’isolats d’agent pathogène les contournant 

respectivement en 2002 et 2004 (Tourvieille de Labrouhe et al., 2005).  

Un choix stratégique dans la création de variétés résistantes est de ne pas inclure 

systématiquement les mêmes gènes de résistance dans chaque variété déployée sur le marché. 

Réaliser plusieurs combinaisons permet de réaliser des rotations de semences, des associations 

variétales ou des mosaïques de culture qui retireront un temps, la pression de gènes de résistance 

quantitatifs et qualitatifs sur la communauté des parasites. 

Au niveau du terrain 

En effet, une façon pertinente de garantir la durabilité d’une résistance est de l’accompagner 

d’une augmentation de la diversité. Certaines pratiques agricoles peuvent limiter l’apparition de 

contournements sur les plantes résistantes. La rotation des cultures permet d’éviter d’avoir un contact 

systématique dans le temps entre la plante résistante et l’agent pathogène. L’utilisation de mélanges 

variétaux ou d’associations variétales évite ou ralentit la dissémination de l’isolat contournant, limitant 

ainsi l’augmentation de sa présence dans les populations d’agent pathogène. La dissémination d’un 

éventuel isolat virulent pour une résistance particulière sera en effet limitée par la présence d’autres 

résistances pour lesquelles cet isolat sera avirulent. 

Ces pratiques permettent d’éviter une augmentation trop fréquente et trop forte des isolats 

contournants, d’augmenter le temps et l’espace qui sépare la rencontre de la variété résistante avec 

un isolat virulent spécifique et de diminuer la fitness et ainsi le potentiel infectieux de l’isolat 

contournant. Ces pratiques permettent donc d’utiliser les variétés basées sur la résistance totale sans 

exercer une forte pression évolutive sur le parasite. Une alternance de plusieurs années sur les terrains 

agricoles peut même conduire à retrouver de l’efficacité dans une résistance autrefois contournée. 

Au niveau de la variété : un choix raisonné de gènes de résistance à pyramider  

Une autre façon de déployer les résistances qui peut conduire à une amélioration de leur 

durabilité est le pyramidage, c’est-à-dire, l’introduction de plusieurs gènes de résistance dans une 



Figure 14 :  Comparaison de l’évolution de l’utilisation de tournesol disposant de gènes de résistance 
Pl  en France avec le nombre de races virulentes de Plasmopara halstedii sur ces gènes entre 1977 et 
2004. Extrait de (Tourvieille de Labrouhe et al., 2005).
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même variété. Le choix des gènes est primordial pour garantir la réussite de cette stratégie car, comme 

il a été montré pour la rouille noire de l’orge, la réussite de cette approche n’est pas toujours garantie. 

Le pyramidage ne consiste pas donc simplement à combiner le maximum de gènes de résistance, il 

doit être fait en tenant compte du maximum d’informations disponibles sur les résistances utilisées. 

L’intérêt repose dans la diversification des mécanismes de défense ou de résistance utilisés plutôt que 

d’employer uniquement des gènes au spectre d’action étroit. Ainsi, la combinaison de gènes de 

résistance dominants et récessifs (ne ciblant pas le même facteur d’avirulence) est censée augmenter 

la durabilité, car la probabilité qu’un agent pathogène accumule des mutations permettant de contrer 

plusieurs gènes, basés sur des mécanismes différents, est faible. 

L’une des approches pour éviter le contournement est de ne pas utiliser une unique source de 

résistance majeure mais de cumuler un (ou des) gène(s) de résistance(s) majeur(s) avec des facteurs 

quantitatifs (QTL). En soutien de cette approche, des travaux ont montré que la combinaison d’une 

résistance qualitative conférée par un gène majeur avec une résistance quantitative évite le 

contournement du gène majeur (Brun et al., 2010; Palloix et al., 2009; Parlevliet, 2002). Concernant 

le choix des gènes qualitatifs à pyramider, choisir un gène de résistance de type récepteur qui est 

impliqué dans la détection d’une protéine de l’agent pathogène jouant un rôle important dans la 

fitness du parasite augmentera les chances de durabilité de la variété résistante. 

2.3 La résistance au mildiou chez la vigne 

Plusieurs espèces de vignes sauvages américaines et asiatiques sont résistantes au mildiou et peuvent 

être utilisées comme donneurs dans des programmes de sélection qui visent à obtenir des variétés à 

résistance durable tout en conservant de bonnes qualités agronomiques et organoleptiques. 

2.3.1 Histoire de la sélection de vignes résistantes en France 

La création d’hybrides résistants aux bioagresseurs de la vigne a commencé à la fin du XIXéme 

siècle, très peu de temps après l’arrivée des parasites américains sur le territoire européen. Cette 

création s’est basée sur le croisement entre des vignes américaines (comme V. rupestris, V. lincecumi 

ou V. berlandieri) et des V. vinifera de qualité donnant lieu à ce qu’on appelle les hybrides producteurs 

directs (HPD). La création variétale a été mise en œuvre par une vingtaine de sélectionneurs durant 

près de 60 ans, notamment par Georges Couderc (1850-1928) et son confrère Albert Seibel (1844- 

1936) basés à Aubenas en Ardèche, qui ont créé plus de 15000 hybrides et ont proposé plus de 2000 

cépages à la filière (Volle et al., 2007).  

Cependant un mécontentement des vignerons se fait entendre face à la concurrence trop 

élevée des hybrides bien plus producteurs que les cépages traditionnellement utilisés, et d’une 
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moindre qualité. Des lois sont votées en France contre l’utilisation d’hybrides (Bouquet, 2009) : en 

1927 l’installation des hybrides est exclue des zones d’appellation, en 1935 six cépages sont interdits 

à la plantation en raison d’un niveau trop élevé de méthanol (les cépages Clinton, Herbemont, Isabelle, 

Jacquez, Noah et Othello). Vingt cépages hybrides restent inscrits au catalogue en 1955, mais ils ne 

sont pas classés comme « recommandés » ce qui oblige à ne les utiliser que pour la production de vin 

de table. Le vin de table est un terme utilisé en France pour désigner les vins standards utilisés pour la 

consommation courante sans indication géographique ni restriction par rapport au cépage utilisé. Ces 

freins aboutissent à un arrêt total du développement d’hybrides en France.  

En 1974, deux chercheurs de l’INRA, Jean-Pierre Doazan et Alain Bouquet, reprennent les 

travaux d’hybridation. Alain Bouquet s’oriente vers l’utilisation de résistances issues de l’espèce 

américaine Muscadinia rotundifolia, qui n’avait pas été utilisée jusque-là en raison de son hybridation 

difficile avec V. vinifera due à un nombre de chromosomes diffèrent. Les résultats de ces travaux 

continuent à être utilisés aujourd’hui dans des programmes de sélection de l’INRA (Montaigne et al., 

2016). L’utilisation de variétés résistantes en viticulture est à nouveau d’actualité. En effet, aujourd’hui 

un engouement pour l’utilisation de ce type de matériel se fait ressentir chez certains vignerons en 

partie en raison de la réduction de l’utilisation des produits phytosanitaires engagée par le Grenelle de 

l’Environnement et le plan EcoPhyto. 

En dehors du territoire français, il n’y a pas eu d’arrêt des programmes de création variétale, 

et les travaux réalisés par les premiers sélectionneurs français ont été repris notamment en Allemagne, 

Russie, Italie, Suisse et Autriche. Ils ont permis la création de variétés résistantes, comme Regent, 

Solaris, Bianca et Bronner, aux qualités gustatives acceptables par rapport aux cépages traditionnels.  

2.3.2 Gènes de résistance au mildiou identifiés chez la vigne 

Les différents programmes d’amélioration pour la résistance au mildiou ont conduit à la mise 

en évidence de plusieurs facteurs de résistance dominants, appelés Rpv (Resistance to Plasmopara 

viticola). Quatorze facteurs de résistance ont été répertoriés et cartographiés à partir des années 2000, 

avant d’être rejoints très récemment par 12 autres, la majorité de ces derniers étant d’un effet faible 

(Tableau 3). Les facteurs de résistance sont principalement situés sur les chromosomes 12 et 18, dans 

des régions riches en gènes canoniques de résistance de type NLR (NOD-like receptors). Le gène de 

résistance Rpv1 a été le seul cloné et il s’agit d’un NLR de type TIR-NBS-LRR (Feechan et al., 2013); les 

autres facteurs semblent correspondre à des QTL. Rpv8 et Rpv12 pourraient être deux formes 

alléliques d’un même gène. Six de ces facteurs, au niveau de résistance allant de total à partiel, sont 

utilisés actuellement dans des programmes de création variétale assistée par marqueurs en Europe : 

Rpv1, Rpv2, Rpv3, Rpv8, Rpv10 et Rpv12 (Tableau 3, gris). 



Locus Origine de la 
résistance

Origine 
géographique 

de la 
résistance

Localisa� on 
chromoso-

mique

Niveau de 
résistance Référence

Rpv1 M. rotundifo Amérique  12 Par� elle élevée Merdinoglu et al., 2003

Rpv2 M. rotundifolia Amérique 18 Totale Wiedemann-Merdinoglu 
et al., 2006

Rpv3 V. rupestris Amérique 18 Par� elle Bellin et al., 2009 
Welter et al., 2007

Rpv4 Vi� s américain Amérique 4 Par� elle faible Welter et al., 2007
Rpv5 V. riparia Amérique 9 Par� elle faible Marguerit et al.,2009
Rpv6 V. riparia Amérique 12 Par� elle faible Marguerit et al.,2009
Rpv7 Vi� s américain Amérique 7 Par� elle faible Bellin et al., 2009
Rpv8 V. amurensis Amérique 14 Par� elle élevée Blasi et al., 2011
Rpv9 V. riparia Amérique 7 Par� elle faible Moreira et al., 2011

Rpv10 V. amurensis Asie 9 Par� elle élevée Schwander et al., 2011
Rpv11 Vi� s américain Amérique 5 Par� elle faible Fisher et al., 2004
Rpv12 V. amurensis Asie 14 Par� elle élevée Venu�  et al., 2013
Rpv13 V. riparia Amérique 12 Par� elle faible Moreira et al., 2011
Rpv14 V. cinerea Amérique 5 nd Ochssner et al., 2016

Rpv15 V. piasezkii Asie 18 nc Pap et al. 
(en prepara� on)

Rpv16 nc nc nc Pap et al. 
(en prepara� on)

Rpv17 V. rupestris Amérique 8 nc Divilov et al., 2018
Rpv18 V. rupestris Amérique 11 nc Divilov et al., 2018
Rpv19 V. rupestris Amérique 14 nc Divilov et al., 2018
Rpv20 nc 6 nc Divilov et al., 2018
Rpv21 nc 7 nc Divilov et al., 2018

Rpv22 nc nc nc Jiang et al. 
(en prépara� on)

Rpv23 nc nc nc Jiang et al. 
(en prépara� on)

Rpv24 nc nc nc Jiang et al. 
(en prépara� on)

Rpv25 V. amurensis Asie 15 nc Lin et al., 2019
Rpv26 V. amurensis Asie 15 nc Lin et al., 2019

Tableau 3 : Facteurs de résistance au mildiou de la vigne iden� fi és. En gris, les facteurs u� lisés dans les 
programmes de sélec� on européens ou INRA. nd, non déterminé; nc, non communiqué. Tableau adapté 
de (Merdinoglu et al., 2018) et des données VIVC (h� p://www.vivc.de/docs/dataonbreeding/20181001_
Table%20of%20Loci%20for%20Traits%20in%20Grapevine.pdf)
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2.3.3 Contournement de résistances monogéniques recensés pour P. viticola 

Les risques de contournement des résistances chez la vigne sont d’autant plus forts que la 

culture est pérenne. Les vignes sont censées rester sur un terrain pendant des décennies. Des cas de 

contournements du QTL Rpv3 présent chez les cépages Regent et Bianca ont été observés à différents 

endroits. 

Bianca est une variété hybride de Hongrie issue de Villard blanc, une obtention de Seyve-

Villard, elle-même obtenue grâce à des croisements interspécifiques impliquant des cépages de V. 

vinifera sensibles et les vignes résistantes V. labrusca, V. rupestris, V. berlandieri et V. lincecumii (Di 

Gaspero et al., 2002). La résistance est conférée par le gène majeur Rvp3, qui provoque une réduction 

de l’infection de P. viticola ainsi que l’apparition d’une réponse hypersensible associée à la sporulation 

(Bellin et al., 2009). En 2005, un important développement de mildiou sur ce cépage a été observé 

dans une station expérimentale de Lednice, en République tchèque. Un isolat a été prélevé et son 

comportement a été comparé à ceux de souches française (Colmar) et italienne (Udine), toutes les 

deux recueillies sur la vigne sensible V. vinifera cv. Chardonnay. Il apparait que Bianca n’est plus 

capable de diminuer le niveau de sporulation ni d’induire la HR en présence de l’isolat de P. viticola 

issu de Lednice, montrant que sa résistance est bien contournée (Peressotti et al., 2010) (Figure 15). 

Des observations similaires ont été faites pour la variété Regent avec des isolats provenant de France 

ou de Hongrie, montrant que Rpv3 est contourné par certains isolats de mildiou (Delmotte et al., 

2014). 

2.3.4 Création de variétés à résistance durable chez la vigne 

Méthodes et techniques de création de variétés de vigne résistantes  

Il existe deux grandes méthodes d’amélioration du niveau de résistance dans les vignobles. La 

première est la sélection clonale, elle se résume simplement par l’utilisation des mutations apparues 

dans les populations de vigne qui s’observe par une résistance augmentée en période d’épidémie 

faible à moyenne. Ces vignes sont alors multipliées par simple bouturage, ce qui a permis à certains 

cépages de traverser le temps sans que le génome ne soit fortement changé. La seconde méthode se 

base sur le croisement de vignes d’intérêt : le pollen est récolté chez le père et déposé sur le pistil de 

l’individu maternel à l’aide d’un pinceau. Une sélection est ensuite nécessaire pour identifier les 

individus d’intérêt au sein de la population obtenue. En théorie, il existe une troisième méthode qui 

consiste en la génération d’individus génétiquement modifiés en mutant les gènes par l’utilisation de 

biotechnologies. Cette dernière méthode n’est pas utilisée chez la vigne en raison des difficultés à 



Bianca
(résistance 

monogénique 
Rpv3)

Chardonnay 
(sensible)

Vignes

Souches de P. viticola

LedniceColmar Udine

Contournement

Figure 15 : L’isolat Lednice contourne la résistance conférée par le gène Rpv3 de Bianca. Les 
isolats Lednice (République Tchèque), Colmar (France) et Udine (Italie) sont inoculés sur des disques 
de feuilles de vigne de l’hybride résistant Bianca et du cultivar sensible V. vinifera cv. Chardonnay. 
Les photographies ont été réalisées à 6 jpi (jours post-infection). Une réponse hypersensible et une 
diminution de la sporulation sont observées sur les disques de Bianca après inoculation des souches 
Colmar et Udine, témoignant de l’efficacité de Rpv3. Résultats extraits de (Peressotti et al., 2010).
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créer ce type de matériel, et surtout du fait de la faible acceptation actuelle des plantes transgéniques 

et des coûts associés à leur mise sur le marché. 

La méthode de sélection traditionnelle est phénotypique, c’est-à-dire que les pépins obtenus 

par croisement sont tous mis à germer et un test phytopathologique est réalisé dès la sortie des 

cotylédons par pulvérisation de suspensions de spores. Ce procédé est réalisé à chaque étape de 

sélection impliquant un nouveau croisement. Il s’agit d’un travail gigantesque en termes de temps et 

de moyens financiers et matériels. Le développement de la technique de sélection assistée par 

marqueurs (SAM) a contribué à enlever de nombreux freins et à gagner environ 10 ans par rapport à 

la méthode traditionnelle. En effet, la SAM permet non seulement de cibler des plantes portant les 

facteurs de résistance, réduisant ainsi le nombre d’individus à phénotyper, mais aussi d’identifier les 

régions propres aux parents sensibles qui seront à conserver car porteuses des bonnes qualités 

agronomiques et organoleptiques. 

L’apport de la SAM est d’autant plus important que pour éliminer la plupart des composantes 

génétiques non souhaitées du parent résistant il est nécessaire de réaliser quatre à six 

rétrocroisements avec des cépages traditionnels (Figure 16). Ces derniers doivent systématiquement 

être différents pour éviter les risques liés à la dépression de consanguinité. Les rétrocroisements 

permettent d’aboutir à des individus avec moins de 2% de génome du parent américain ou asiatique. 

L’introgression doit prendre en compte la productivité et la qualité organoleptique du vin. Ce dernier 

caractère est un critère primordial dans la viticulture par rapport à d’autres cultures qui se basent en 

grande partie sur l’apport nutritionnel des fruits ou des grains. 

L’étape finale avant l’utilisation d’une nouvelle variété en viticulture est son inscription au 

catalogue. En effet, toute nouvelle variété créée nécessite d’être inscrite au catalogue national par le 

CTPS (Comité Technique Permanent de la Sélection), instance publique sous la tutelle du ministère de 

l’Agriculture, pour être autorisée à la culture en France. Lors de cette inscription, un classement 

permet d’obtenir l’autorisation de plantation à des fins de production de vin (Sources : GEVES et 

FranceAgriMer). Pour parvenir à l’inscription, la variété doit montrer sa nouveauté par le biais d’une 

étude VATE (Valeur Agronomique, Technologique et Environnementale) qui pour les variétés de vigne 

se fait via un réseau national où le potentiel viticole et œnologique de la nouvelle variété est évalué 

sur plusieurs années. 

 

Création de variétés de vigne à résistance durable en France : le programme ResDur 

Au vu de la capacité de contournement de la résistance conférée par Rpv3 par la souche 

Lednice, il devient primordial de construire des résistances durables chez la vigne. La vigne étant une 
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Figure 16 : Introgression de résistance par rétrocroisements successifs. Ces croisements ont généré 
un individu à la resistance monogénique porteur de Rpv1 et Run1 qui a été utilisé dans le programme 
ResDur.  Réalisé à partir des données de (Schneider et al., 2014) et (Bouquet et al., 2000);

Rpv1
Run1
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plante pérenne, il est compliqué de déployer les résistances en faisant appel aux mélanges culturaux 

ou aux alternances temporelles des génotypes. Le principal levier à travailler est donc le pyramidage 

de facteurs de résistance. Néanmoins, il est tout de même nécessaire de déployer les génotypes 

portant plusieurs résistances avec prudence dans le paysage viticole. 

Depuis les années 2000, les programmes de sélection viticole visent à créer des variétés de 

raisin de cuve à résistante durable via une approche par pyramidage, en cumulant plusieurs sources 

de résistance à la fois au mildiou et à l’oïdium. Les deux maladies cryptogamiques s’inscrivent 

facilement ensemble dans les programmes de sélection car les QTL de résistance se trouvent souvent 

très proches sur le génome. Par exemple, les facteurs de résistance Run1 (Resistance 

to Uncinula necator 1) et Rpv1 qui ségrégent ensemble, sont associés à une région génique réduite à 1 

Mpb (Dry et al., 2010).  

Le but du programme ResDur (une collaboration entre l’INRA, l‘IFV et des partenaires 

régionaux) est de présenter à l’inscription une gamme de vignes à résistance durable, diversifiées et 

adaptées aux vignobles français, tout en atteignant un très bon niveau de qualité du vin. 

Pour cela, une variété à résistance monogénique obtenue par le Pr Alain Bouquet porteuse des 

gènes de résistance au mildiou, Rpv1, et à l’oïdium, Run1, issus de M. rotundifolia a été croisée avec la 

variété allemande Regent, portant les gènes Rpv3 et Ren3. Ce croisement a permis d’obtenir une 

première gamme de variétés polygéniques (ResDur 1). Pour diversifier l’offre variétale et les facteurs 

de résistance, d’autres variétés ont été obtenues de la même manière en faisant appel à des hybrides 

dérivés de vignes résistantes asiatiques (ResDur 2 et ResDur 3). Il s’agit d’un programme qui reprend 

près de cinquante ans de travaux.  

Ce programme a permis de présenter : 

 Des gammes polygéniques à deux résistances (ResDur 1 et 2).  

ResDur 1, qui regroupe Rpv1 et Rpv3 (ainsi que Run1 et Ren3) et a amené à l’inscription et au 

classement au catalogue en 2018 de 4 variétés, deux à baies rouges, Vidoc et Artaban, et deux blancs, 

Floreal et Voltis.  

ResDur 2, qui regroupe Rpv1, Rpv10, Run1 et Run3.2, proposera 25 variétés à l’inscription à 

partir de 2021 

 Des gammes polygéniques à trois résistances (Resdur3) qui proposera 20 à 40 variétés 

à partir de 2024. Concernant le mildiou, elles regrouperont les gènes Rpv1, Rpv3 et 

Rpv10. 

Ces variétés permettent de limiter drastiquement la quantité de fongicide utilisé contre le 

mildiou et l’oïdium. Il est tout de même conseillé de réaliser un ou deux traitements dans le vignoble 

pour maintenir une pression sur les communautés de P. viticola et E. necator, de façon à limiter le 
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risque d’apparition d’un quelconque contournement. Par ailleurs, l’arrêt total de l’utilisation de 

fongicide sur les quatre nouvelles variétés inscrites au catalogue n’est pas possible en raison de la 

conservation d’une sensibilité au black rot. Cependant, passer d’une moyenne de 13 traitements par 

an à seulement un ou deux est un gain indéniable. 
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3. Le dialogue entre les gènes de résistance et les effecteurs 

Pour utiliser efficacement les gènes de résistance, il est important de connaître les bases 

moléculaires des interactions plante/agent pathogène. L’interaction entre un microorganisme et une 

plante est gouvernée par un dialogue moléculaire entre les deux organismes qui parfois se met en 

place avant le contact physique. En effet les organismes parasites, mutualistes ou commensaux 

détectent des exsudats végétaux à proximité des racines et des composés volatiles à proximité des 

fleurs et des feuilles. Par exemple, la bactérie tellurique parasite Agrobacterium tumefaciens reconnaît 

des composés phénoliques produits par les blessures racinaires et s’y dirige par chimiotactisme. 

3.1 Perception de l’agent pathogène et réponses végétales 

3.1.1 MAMPs, PAMPs et DAMPs 

Les plantes possèdent une immunité innée semblable à celle des mammifères (Claverie et al., 

2016) et sont capables de détecter les microorganismes grâce à des récepteurs de reconnaissance de 

motifs moléculaires (PRR, Pattern Recognition Receptor) sur la membrane plasmique (Boutrot and 

Zipfel, 2017; Couto and Zipfel, 2016) (Figure 17). Parmi ces récepteurs il existe les récepteurs de type 

kinase RLK (Receptor-Like Kinases) et les protéines de type RLP (Receptor-Like Protein). La plupart des 

membres de ces deux familles possèdent un domaine extracellulaire riche en répétitions de leucine 

(Boller and Felix, 2009; Liu et al., 2018a). La reconnaissance peut être directe, via la reconnaissance 

de motifs microbiens (MAMP, Microbe-Associated Molecular Pattern ; aussi nommés PAMP, 

Pathogen-Associated Molecular Pattern) ou indirecte, via la détection de molécules libérées par les 

lésions tissulaires et cellulaires de l’hôte (DAMP, Danger-Associated Molecular Pattern). Cette réponse 

immunitaire s’appelle de façon générale PTI (PAMP-triggered immunity) (Boller and Felix, 2009; Jones 

and Dangl, 2006). Par un souci de clarté, seul le terme PAMP sera utilisé dans la suite du manuscrit. 

3.1.2 La signalisation cellulaire 

Le domaine intracellulaire kinase des RLK, ou le domaine kinase des corécepteurs associés 

(SOBIR, SERK23, BAK1) aux récepteurs RLK et RLP, active un signal moléculaire dans le cytoplasme 

(Fischer et al., 2016; Dufayard et al., 2017; van der Burgh et al., 2018) qui est amplifié par des 

phénomènes d’autophosphorylation et transphosphorylation entre récepteurs (Macho and Zipfel, 

2014).  

Ce signal comporte une série d’évènements, qui sont décrits sur la (Figure 18). Un influx de 

calcium (Ca2+) du milieu extracellulaire au cytoplasme a lieu 30 secondes à 2 minutes après détection 
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du PAMP, provocant l’ouverture des canaux ioniques de sodium, potassium, chlorure et nitrate, ce qui 

donne lieu à l’alcalinisation du milieu extracellulaire et à la dépolarisation de la membrane (Ranf et al., 

2011; Bigeard et al., 2015). Ceci induit un pic de production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), 

via des NADPH oxydases de la membrane plasmique et des peroxydases des organites (peroxysomes, 

mitochondries), détectable une première fois 2 à 3 minutes après reconnaissance par le PAMP et une 

deuxième fois, avec plus d’intensité, 15 minutes plus tard. Les ROS jouent de multiples rôles, tant à 

l’intérieur de la cellule qu’à l’extérieur : dans l’apoplasme, ils ont un effet antimicrobien direct et leur 

diffusion permet aussi d’alerter les cellules environnantes qui n’ont pas encore détecté la présence de 

l’agent pathogène ; au niveau intracellulaire, ils amplifient le signal en activant la production de 

monoxyde de nitrogène (NO), un deuxième pic de Ca2+, et la phosphorylation des MAPK (Mitogen-

activated protein kinases) déjà activées auparavant par le domaine kinase des récepteurs PRR (Ranf 

et al., 2011; Noirot et al., 2014). La cascade MAPK et les ROS conduisent à la production de 

phytohormones liées à la défense : l’acide jasmonique (JA), l’acide salicylique (SA) et l’éthylène (Eth) 

(Marchive et al., 2013; Guerreiro et al., 2016; Figueiredo et al., 2017). 

La signalisation ne s’arrête pas aux tissus en contact avec l’agent pathogène, mais elle se 

propage dans les tissus adjacents (LAR, Localized Acquired Resistance) et dans le reste de la plante par 

l’intermédiaire du SA. C’est ce que l’on appelle la résistance systémique acquise (SAR, Systemic 

Acquired Resistance) qui est contrôlée par le gène NPR1 (Gaffney et al., 1993; Durrant and Dong, 2004; 

Le Henanff et al., 2009). La SAR active la sécrétion de peptides antimicrobiens, l’expression de gènes 

de défense ainsi qu’une mémoire épigénétique permise par la méthylation des histones qui rend 

inaccessible des régions cibles du génome. Ce transport du signal et la mise en alerte ne s’arrête pas 

au simple individu. Chez la vigne, il a été montré que des composés volatils (VOC) comme les 

sesquiterpènes (Chalal et al., 2015) permettent la communication entre plantes et confèrent une 

protection contre P. viticola des plantes qui n’ont pas été en contact avec l’agent pathogène (Lazazzara 

et al., 2018). 

 

3.1.3 Les réponses de défense végétales 

Après une amplification importante du signal de danger, l’information parvenue au noyau 

conduit à une reprogrammation du transcriptome qui permet la production de protéines PR 

(Pathogenesis-Related). Actuellement, 17 familles de protéines PR, dont les fonctions sont très 

diverses voire inconnues pour certaines d’entre elles, comme PR17, ont été décrites (Van Loon et al., 

2006; Sels et al., 2008; Breen et al., 2017; Ma et al., 2018). Certaines protéines PR sont des hydrolases 

qui exercent leur fonction directement contre l’agent pathogène : PR3, PR4, PR8 et PR11 sont des 

chitinases et permettent une dégradation de la chitine présente dans les parois des champignons ; PR2 
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est une glucanase qui vise les β-glucanes présents dans la paroi des oomycètes. D’autres protéines PR 

vont inhiber les protéases sécrétées par le parasite (PR6) ou produire des ROS antifongique (PR9). Chez 

la vigne, plusieurs protéines PR s’accumulent dans les baies de raisin (PR3, PR4, PR5, PR8, PR11) après 

contact avec P. viticola, ce qui peut nuire à la qualité du vin (Waters et al., 2005). Par ailleurs, il a été 

montré que la surexpression de PR10.1 limite la propagation foliaire de P. viticola (Ma et al., 2018; Su 

et al., 2018). 

La reprogrammation de l’expression génique s’accompagne d’un renforcement de la paroi 

cellulaire en contact avec l’agent pathogène pour prévenir et limiter la propagation de ce dernier (Diez-

Navajas et al., 2008; Malinovsky et al., 2014). Dans ce but, un dépôt de callose et de composés 

phénoliques comme la lignine, acheminés via les mécanismes de transport extracellulaire, est visible 

dès 16h après l’activation des PRR (Meyer et al., 2009a). Les plantes élaborent et sécrètent également 

des phytoalexines, des composés aromatiques antimicrobiens (Jeandet et al., 2002). Leur 

accumulation semble dépendre des phytohormones et de la cascade MAPK (Dubrovina and Kiselev, 

2017; Jiao et al., 2017; Tisserant et al., 2016; Wang et al., 2018a). Chez la vigne, ce sont principalement 

des stylbènes (Bavaresco and Fregoni, 2001), des polyphénols dérivés du trans-resvératrol (Schnee et 

al., 2008; Chong et al., 2009; Hurtado-Gaitán et al., 2017) dont la production serait plus ou moins 

marquée selon le niveau de résistance à P. viticola (Duan et al., 2015). Les terpènes volatiles font aussi 

partie des phytoalexines et, comme mentionné plus tôt, ont un impact dans la résistance à P. viticola 

(Chalal et al., 2015). L’implication de sesquiterpènes volatiles en réponse au stress biotique n’a pas 

été observée que chez la vigne. Par exemple, le β-caryophyllène, un sesquiterpène, contribue à la 

restriction de la colonisation de la bactérie Pseudomonas syringae pv. tomato 

DC3000 chez Arabidopsis thaliana (Huang et al., 2012). 

Si ces premières réponses végétales ne permettent pas de limiter rapidement l’infection du 

parasite, les plantes sacrifient les cellules contaminées. Cette mort cellulaire programmée (PCD, 

Programmed Cell Death) particulière est appelée réponse hypersensible (HR, Hypersensitive Response) 

(Van Doorn et al., 2011). À la différence des cellules animales, où des marqueurs phénotypiques et 

moléculaires permettent de distinguer les types de PCD (apoptose, nécrose, autophagie, mort 

mitotique) (Galluzzi et al., 2018), les différencier dans le règne végétale est plus difficile, même si les 

protéases et les ROS sont les acteurs majeurs de la mort cellulaire dans les deux règnes (Bae et al., 

2013; Salvesen et al., 2016). Van Doorn et al. (2011) ont distingué deux types de mort cellulaire au 

niveau phénotypique chez les plantes : la mort de type vacuolaire et la mort de type nécrotique. Dans 

le premier cas, le volume de vacuole lytique augmente au moment de la libération de ROS et 

d’hydrolases vacuolaires (nucléase, protéase, lipases, ...). Dans le second cas, le volume de la vacuole 

reste inchangé, les ROS et les hydrolases proviennent des mitochondries et la membrane plasmique 
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collapse. La HR reprend des caractéristiques des deux types de mort cellulaire décrits par Van Doorn 

et al. (2011) : il y a une augmentation du volume vacuolaire, les ROS et les hydrolases proviennent 

également des mitochondries et des chloroplastes (Sabater and Martín, 2013). Certains gènes 

marqueurs exprimés au cours de la HR ont été décrits chez le modèle Nicotiana benthamiana : HSR515, 

HMHR et HSR203J (Marco et al., 1990; Pontier et al., 1994). Un homologue de ce dernier a été identifié 

chez la vigne et est utilisé comme marqueur (Bezier, 2002; Chong et al., 2014; Ramírez-Suero et al., 

2014). 

3.2 Contre-attaques : les effecteurs 

Les agents pathogènes ne restent pas inactifs face aux défenses végétales, ils essaient de les 

contourner en secrétant de petites protéines capables de moduler les processus cellulaires de l’hôte à 

son avantage. Ces protéines sont appelées effecteurs et elles sont principalement connues pour leur 

capacité à bloquer l’immunité végétale et ainsi assurer le succès de l’infection (Koeck et al., 2011; 

Deslandes and Rivas, 2012; Bozkurt et al., 2012). Des structures spécialisées pour la sécrétion 

d’effecteurs dans le cytoplasme des cellules végétales ont été décrites chez différents pathogènes : les 

nématodes secrètent leurs effecteurs à l’aide d’un stylet rétractile relié aux glandes salivaires (Rehman 

et al., 2016) et les bactéries (Gram -) utilisent leur système de sécrétion de type III (Griswold et al., 

2018) pour les injecter directement dans le cytoplasme. Chez les oomycètes et les champignons, 

l’interaction avec la cellule végétale se fait chez la plupart des espèces par le biais d’une structure 

spécialisée appelée haustorium. 

3.2.1 L’interface d’échange : l’haustorium 

La fonction initiale attribuée à l’haustorium est d’être le site nourricier des agents pathogènes, 

mais il leur permet également de sécréter des effecteurs et de bloquer la PTI. Avant la formation de 

l’haustorium, une matrice extrahaustoriale se forme au-dessus de la paroi. Il s’agit d’une accumulation 

dense d'un mélange amorphe de polysaccharides complexés et d'autres macromolécules (Enkerli et 

al., 1997). La paroi végétale en dessous se dégrade, et l’hyphe peut s’invaginer dans la membrane 

plasmique végétale sans créer de rupture (Figure 19). La membrane végétale se différencie alors en 

EHM (Membrane extra-haustoriale) potentiellement via une reprogrammation du trafic vésiculaire de 

la cellule hôte (Lu et al., 2012). En effet des protéines de la membrane en sont exclues et présentent 

de nombreux PRR (Koh et al., 2005). À partir de ce moment, les réseaux du cytosquelette ainsi que des 

organites intracellulaires (mitochondrie, chloroplaste) se réagencent pour se concentrer autour de 

l’haustorium (Caillaud et al., 2012; Takemoto et al., 2003). 
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3.2.2 Les grandes familles d’effecteurs des oomycètes 

Les centaines d’effecteurs sécrétés par les oomycètes peuvent être classifiés en deux groupes : 

apoplastiques et cytoplasmiques. Les effecteurs apoplastiques restent dans l’espace apoplastique, ou 

ciblent et inhibent les enzymes de dégradation sécrétées par la plante, comme les glucanases ou les 

protéases (Schornack et al., 2009), alors que les effecteurs cytoplasmiques sont internalisés dans la 

cellule hôte (Asai and Shirasu, 2015).  

Le séquençage du génome de plusieurs oomycètes (Tyler et al., 2006; Haas et al., 2009; Baxter 

et al., 2010) a permis d’identifier deux grandes familles d’effecteurs cytoplasmiques : les Crinklers 

(CRN, CRinkling and Necrosis inducing protein) et les effecteurs RXLR. Ils sont reconnaissables par la 

présence d’un motif au niveau du domaine N-terminal de leur séquence peptidique juste après le 

peptide signal (ou peptide de sécrétion) : le motif LXLFLAK pour les CRN et le motif RXLR-dEER pour la 

famille du même nom (Figure 20) (Morgan and Kamoun, 2007; Schornack et al., 2010). Les effecteurs 

RXLR sont la famille la mieux étudiée chez les oomycètes. La détermination de la structure 

cristallographique de plusieurs RXLR a conduit à la mise en évidence d’un motif structurel nommé le 

WY-domain (Boutemy et al., 2011). Le motif RXLR rappelle le motif PEXEL, motif de Plasmodium 

falciparum responsable de la sécrétion protéique, au point que ces motifs sont interchangeables 

(Bhattacharjee et al., 2006). De nombreuses expérimentations ont montrées que les motifs RXLR sont 

nécessaires à la translocation cytoplasmique (Dou et al., 2008; Whisson et al., 2007; Schornack et al., 

2010; Lo Presti and Kahmann, 2017), mais les mécanismes qui régissent cette translocation sont 

encore mal connus (Petre and Kamoun, 2014; Kale and Tyler, 2011). Une récente découverte remet 

en question les modèles proposés jusqu’à maintenant car elle suggère que le motif RXLR serait 

impliqué dans la sortie de l’effecteur de l’agent pathogène et non pas dans son internalisation dans la 

cellule végétale (Hofmann, 2017; Wawra et al., 2017). Une fois dans la cellule, les effecteurs RXLR 

ciblent différents compartiments cellulaires où ils peuvent interférer avec différents processus 

cellulaires impliqués dans la défense (Caillaud et al., 2012).  

3.2.3 La suppression de l’immunité végétale par les effecteurs 

La suppression des défenses de la plante par les effecteurs peut prendre de nombreuses 

formes et cibler différentes étapes de la PTI. Les mécanismes moléculaires de cette suppression sont 

bien connus chez les bactéries phytopathogènes (Toruño et al., 2016). Le modèle bactérien a été le 

premier étudié en phytopatologie à une échelle moléculaire. Ainsi le premier effecteur identifié 

provient de P. syringae (Staskawicz et al., 1984). Les mécanismes d’action précis qui interviennent 

dans la suppression des défenses par les effecteurs des oomycètes sont encore peu connus aujourd’hui 

(Fawke et al., 2015).  
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Inhibition de la signalisation cellulaire du danger 

Différentes étapes de la signalisation cellulaire peuvent être ciblées par les effecteurs des 

oomycètes. 

Suite à la détection des agents pathogènes par les PRRs, les récepteurs sont parfois internalisés 

avec le PAMP, ce qui accentue le signal d’alerte dans la cellule. L’effecteur Avr3a de P. infestans, agent 

responsable du mildiou de la pomme de terre, semble capable de bloquer cette internalisation en 

interagissant avec une GTPase, la protéine 2 liée à la dynamine (DRP2), et interférant avec l’endocytose 

(Chaparro-Garcia et al., 2015). Au travers de cette activité, Avr3a empêche la signalisation de la 

détection du PAMP bactérien FLG22 par le PRR FLS2.  

La cascade des MAPK peut également être ciblée par les effecteurs. C’est le cas de PexRD2, un 

effecteur de P. infestans qui interagit avec la MAPKKKε dans le cytoplasme, ce qui bloque la HR et 

favorise l’infection par l’oomycète chez N. benthamiana (King et al., 2014).  

Une autre cible potentielle est la production de ROS, un élément majeur de la signalisation et 

de la défense végétale. PsCRN63 est un effecteur de la famille des CRN de P. sojae dont l’expression 

induit l’accumulation de peroxyde d’hydrogène (H2O2) par l’induction de CATALASE1. Un deuxième 

CRN de P. sojae, PsCRN115, a été montré comme étant capable de bloquer cette accumulation d’H2O2 

(Zhang et al., 2015). 

Finalement, les voies hormonales sont une autre cible potentielle impliquée dans la 

signalisation cellulaire. Pslsc1 est un effecteur de P. sojae qui est capable de perturber la voie du SA. Il 

hydrolyse l'isochorismate, précurseur directe du SA, ce qui supprime l’accumulation de l’hormone, 

inhibe les mécanismes de défense et augmente le pouvoir infectieux de P. sojae (Liu et al., 2014).  

Interférence avec la prise en charge nucléaire de la réponse végétale 

L’activation des défenses de la plante conduit à des évènements impliquant le noyau, comme 

la reprogrammation du transcriptome via l’activation de facteurs de transcription spécifiques, la 

régulation transcriptionnelle par des mécanismes épigénétiques, ou la dégradation des ARNs par des 

mécanismes dits de gene silencing. Plusieurs exemples d’effecteurs ciblant ces étapes sont décrits dans 

la littérature. 

McLellan et al. (2013) ont mis en évidence, chez la pomme de terre, un effecteur de P. 

infestans, Pi03192, capable de bloquer, au niveau du réticulum endoplasmique, un facteur de 

transcription de type NAC impliqué dans la défense. Ceci empêche la relocalisation du facteur de 

transcription dans le noyau et l’activation des réponses de défense. 
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Le gene silencing joue un rôle important dans les interactions plante-agent pathogène 

(Pumplin and Voinnet, 2013). Les petits ARN sont utilisés par le complexe RISC pour cliver les ARN 

messager empêchant ainsi leur expression. PSR1 et PSR2 sont deux effecteurs de P. sojae qui 

suppriment le gene silencing et améliorent l’infection par l’agent pathogène (Qiao et al., 2013, 2015). 

PSR1 cible précisément les ARNmi, des petits ARNs double brin produits via une structure en tige-

boucle par les plantes.  

L’effecteur HaRXL44 de l’oomycète Hyaloperonospora arabidopsidis est capable d’atténuer les 

mécanismes de défense induits par la signalisation du SA en intervenant au niveau de l’expression de 

l’ADN (Caillaud et al., 2014). Cet effecteur est adressé dans le noyau des cellules végétales et est 

capable d’interagir avec MED19a, un médiateur permettant de faire un pont moléculaire entre les 

régulateurs de la transcription et l’ARN polymérase sur les promoteurs des gènes. L’interaction avec 

HaRXL44 entraine la dégradation de MED19a par le protéasome 26S. Parmi les gènes impactés par 

cette dégradation, il y a PR1 ainsi que les gènes dépendant des hormones JA et Eth, ce qui conduit à 

une amélioration de l’infection par l’oomycète. 

Blocage de la réponse active de la plante  

Certaines réponses de défense de la plante, comme la sécrétion d’hydrolases ou la mort 

cellulaire, ont un effet direct sur le développement de l’agent pathogène, devenant des cibles pour les 

effecteurs. 

La sécrétion de protéases vers l’apoplasme et le milieu extracellulaire est bloquée par certains 

effecteurs, empêchant ainsi la dégradation de l’oomycète. C’est le cas de AvrBlb2, un effecteur de P. 

infestans qui se situe en périphérie cellulaire autour de l’haustorium. Il a été montré que l’effecteur 

s’associe à la cystéine protéase C14 et empêche sa sécrétion, améliorant l’infection de P. infestans sur 

N. benthamiana (Bozkurt et al., 2011). 

L’ubiquitinisation des protéines est un élément de régulation essentiel pour le fonctionnement 

de la cellule. L’ajout d’une molécule d’ubiquitine peut amener à une relocalisation ou une modification 

de fonction, mais l’ajout de plusieurs molécules conduit à une dégradation par le protéasome 26S 

(Kerscher et al., 2006). L’ubiquitinisation intervient, entre autres, dans la régulation hormonale et dans 

la PCD. L’effecteur RXLR Avr3a de P. infestans interagit avec CMPG1, une enzyme E3 ligase qui 

intervient dans le processus d’ubiquitinisation, ce qui bloque la mise en place de la HR induite par le 

PAMP INF1 et augmente la virulence de l’agent pathogène (Bos et al., 2010; Gilroy et al., 2011). 
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Implication dans la remobilisation de la nutrition 

Les effecteurs ne sont pas uniquement décrits comme capables de supprimer les défenses 

végétales, il a aussi été évoqué leur capacité à favoriser l’infection du parasite en intervenant sur la 

remobilisation de la nutrition. Aujourd’hui aucun effecteur d’oomycète n’a été rapporté comme étant 

impliqué dans la fonction nutritive de l’haustorium de manière évidente, mais ce rôle reste possible.  

Cette fonctionnalité des effecteurs a été mise en évidence pour les agents pathogènes 

générateurs de galles (Wildermuth et al., 2017). Certains effecteurs de nématodes à galle et à kcyste 

perturbent des voies auxiniques pour permettre la formation de cellules géantes nourricières, qui 

constituent un environnement favorable au parasite.(Karczmarek et al., 2004). 

Un mécanisme pareil est mis en place par Agrobacterium tumefaciens, une bactérie tellurique 

capable d’induire la formation de tumeurs, agent causal de la galle du collet. Pour ce faire, elle 

transfère son ADN-T jusqu’à la cellule hôte et l’intègre dans le génome de la cellule végétale. 

L’expression des gènes de l’ADN-T conduit la cellule hôte à produire les phytohormones auxine et 

cytokinine, qui vont induire une prolifération cellulaire, et à synthétiser des opines, assurant ainsi une 

source de carbone spécifique pour A. tumefaciens. L’extraction, le transport, le transfert et 

l’intégration dans le génome végétale de l’ADN-T sont réalisés par un ensemble de facteurs de 

virulence Vir (Zupan et al., 2000). 

Par ailleurs, les bactéries du genre Xanthomonas produisent des effecteurs TAL, capables 

d’induire l’expression de gènes de transporteurs de sucre de type SWEET. Ces transporteurs 

transfèrent les sucres du cytoplasme vers l’extérieur de la cellule, ce qui résulte en une disponibilité 

de source de carbone pour le parasite et lui permet d’infecter la plante (Chen et al., 2010). Un 

mécanisme similaire reste à découvrir chez d’autres agents pathogènes, dont les oomycètes. 

3.3 (Contre)-contre-attaque des effecteurs par la plante 

Détection des effecteurs par les récepteurs NLR 

Les effecteurs n’échappent pas à une reconnaissance par la plante. Exerçant leur fonction dans 

la cellule, certains sont détectés par une catégorie de récepteurs nommée NLRs (NOD-Like Receptors), 

des protéines intracellulaires avec des répétitions riches en leucine (LRR, Leucine Rich repeat), qui font 

partie des protéines les plus grandes du monde végétal. Aujourd’hui les NLRs composent 61% des 

gènes de résistance (R) clonés et sont la famille de gènes R la mieux caractérisée. Les 39% restant 

correspondent aux gènes RLP/RLK connus ainsi que d’autres gènes impliqués dans l’immunité (Kourelis 

and van der Hoorn, 2018). Les gènes NBS-LRR (nucleotide-binding site leucine-rich repeat) sont 
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présents en grand nombre dans les génomes de plantes (plusieurs centaines) et ils se trouvent 

regroupés en clusters résultants de phénomènes de duplication et de recombinaison (Leister, 2004). 

Il existe deux classes principales de récepteurs NLR, distinguables par le domaine présent dans 

leur séquence N-terminale : les récepteurs de type TIR (Toll/interleukine-1) et les récepteurs de type 

CC (Coil-coiled) (McHale et al., 2006). Ces domaines sont reliés à un domaine NBS (nucleotide-binding 

site) qui comprend trois sous-domaines (NB, ARC 1 et ARC2) et à la région LRR (Figure 21). Les voies de 

signalisation en aval seront différentes pour les deux classes (Belkhadir et al., 2004). Les TIR-NBS-LRR 

nécessiteront une cascade de signalisation activée par la protéine EDS1 (Enhanced Disease 

Susceptibility 1) et les CC-NBS-LRR nécessitent la participation de NDR1 (Non-race specific Disease 

Resistance 1) (Century et al., 1997; Parker et al., 1996).  

Mécanisme de détection des effecteurs par les NLR 

La détection des effecteurs par les NLR peut être directe ou indirecte. 

L’interaction directe de l’effecteur avec le NLR a lieu généralement au travers de la région LRR 

très variable. Par exemple, la protéine RPP1 d’A. thaliana est capable de se lier directement par son 

domaine LRR à l’effecteur ATR1 de l’oomycète H. arabidopsidis (Steinbrenner et al., 2015). Dans de 

nombreux exemples, la spécificité de l’interaction réside sur le motif LRR (van der Vossen et al., 2000; 

Shen et al., 2003; Allen, 2004), mais des mutations sur d’autres régions peuvent modifier la spécificité 

de reconnaissance (Giannakopoulou et al., 2015). Ceci s’explique par le modèle fonctionnel selon 

lequel les récepteurs NLR ont deux conformations, une active dépliée et une inactive repliée liant le 

domaine LRR avec le domaine NBS ; l’interaction avec un effecteur forcerait la forme active induisant 

la signalisation de défense végétale (Moffett et al., 2002; Bernoux et al., 2016) (Figure 22).  

La détection indirecte d’un effecteur implique une protéine supplémentaire de la cellule hôte 

qui est appelée « garde » ou « leurre » en fonction de si elle est la cible directe de l’effecteur ou un 

imitateur de la cible (Figure 23). Il y a trois possibilités pour le déclenchement de la signalisation 

immunitaire par les NLR en cas de détection indirecte : détection de l'interaction de l’effecteur avec la 

protéine de l'hôte, détection de la modification de la protéine de l'hôte ou détection de perturbations 

de l'homéostasie cellulaire. Pour l’instant la détection indirecte a principalement été observée pour 

des effecteurs bactériens. Dans quelques cas particuliers, le leurre est intégré dans la séquence du 

récepteur, lequel est alors appelé NLR-ID (NLR Integrated Decoy) (Kroj et al., 2016; Sarris et al., 2016). 

Par exemple, NLR RRS1 d’A.thaliana possède un motif facteur de transcription WRKY à la fin de son 

domaine C-terminal (Sarris et al., 2015) (Figure 21). 

Les NLR sont la famille la mieux caractérisée de récepteurs reconnaissant des effecteurs, mais 

ils ne sont pas les récepteurs exclusifs de cette reconnaissance. Certains effecteurs sont détectés dans 



Figure 21 : Structure des différents NLR.  Représentation des principaux domaines des protéines NBS-
LRR. TIR, domaine de type récepteur Toll / interleukine-1; CC, domaine Coil-coiled; NBS, site de liaison 
aux nucléotides; LRR, domaine répété riche en leucine;  WRKY, facteur de transcription de type WRKY. 
Réalisé à partir du modèle (McHale et al., 2009). 
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Figure 22 : Activation d’un récepteur NLR par un effecteur. Modèle d’activation d’un récepteur CC-NBS-
LRR par reconnaissance directe. En l’absence d’agent pathogène, les récepteurs résident dans un état 
«OFF» auto-inhibé, lié à l’ADP, qui est stabilisé par le domaine LRR. La perception de l’effecteur par la partie 
C-terminale du domaine LRR modifie l’interface entre sa partie N-terminale et le sous-domaine ARC2, 
créant ainsi une conformation plus ouverte de la protéine R qui est sujette aux échanges nucléotidiques. 
Un échange ADP/ATP déclenche un deuxième changement conformationnel, modifiant les interactions 
entre les domaines CC (ou TIR) et LRR, ce qui donne l’état «ON». Dans l’état activé, le sous-domaine 
NBS devient exposé pour initier la signalisation de défense. L’hydrolyse de l’ATP remet la protéine 
dans son état « OFF» auto-inhibé lié à l’ADP. Réalisé à partir du modèle (Takken and Tameling, 2009).  
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Figure 23 : Activation d’un récepteur NLR par un effecteur via le modèle de garde ou de leurre. 
Les NB-LRR peuvent également reconnaître indirectement des agents pathogènes. (A) Le modèle 
de garde: La protéine de résistance détecte une modification dans la cible (en vert) d’un effecteur. 
L’interaction peut être détéctée directement par le recepteur NBS, mais les modifications induites 
par la perturbation de la fonction de la protéine ciblée peuvent faire lieu d’avertisseur. (B) Modèle 
du leurre: La protéine de résistance détecte une modification dans la cible factice (en vert clair) 
d’un effecteur. (C) Le leurre (en vert clair) peut être associé de manière constitutive au récepteur 
immunitaire. L’ensemble de ces détections induit le déclenchement des réactions de défense. Réalisé 
à partir du modèle (Caplan et al., 2008). 
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l’apoplasme par des récepteurs membranaires de type RLP et RLK. C’est le cas du récepteur RLP LeEIX2 

de la tomate, qui interagit avec l’effecteur EIX (Ron and Avni, 2004), le récepteur Cf-9 de la tomate qui 

appartient à la famille des RLP et qui reconnait Avr9 du champignon Cladosporium fulvum et toujours 

chez la tomate le récepteur RLK I-3 qui interagit avec Avr3 du champignon responsable du 

flétrissement vasculaire Fusarium oxysporum (Catanzariti et al., 2015). 

Suppression de l’ETI et modèle en ZigZag 

Lorsqu’un effecteur est détecté par la plante il est qualifié de protéine d’avirulence (Avr). Sa 

détection enclenche une signalisation cellulaire comme la cascade des MAPK, les ROS, l’acide 

salicylique, et un ensemble de mécanismes de défense (sécrétion de composés antimicrobiens) 

majoritairement de type HR. Ces mécanismes de défense sont regroupés alors sous l’appellation ETI 

(effector-triggered immunity). Certaines souches bloquent la mise en place de cette ETI (Figure 24-25). 

Le contournementt l’ETI est possible par la mutation, la déletion ou la régulation de l’expression de 

séquences codant pour les effecteurs reconnus. Par ailleurs, des effecteurs ont été décrits comme 

étant capables de supprimer l’ETI, en intervenant sur la signalisation ou les mécanismes de défenses. 

C’est le cas de Avr1, un effecteur de F. oxysporum sp lycopersici qui peut empêcher la reconnaissance 

des effecteurs avirulents Avr2 et Avr3 par les gènes de résistance I2 et I3 (Houterman et al., 2009). 

La coévolution des agents pathogènes et des plantes est souvent comparée à une « course à 

l’armement » représentée graphiquement par le modèle en Zig-Zag (Figure 25) (Jones and Dangl, 2006; 

Hein et al., 2009). Les effecteurs RXLR sont présents en très grand nombre et situés dans des régions 

du génome très dynamiques et riches en transposons (Haas et al., 2009; McGowan and Fitzpatrick, 

2017; Schornack et al., 2009). Par ailleurs, des analyses montrent que ce serait leur domaine C-

terminal, souvent associé à leur site actif ou reconnu par les NLRs, qui subit le plus de réarrangements 

(Win et al., 2007a). Toutes ces caractéristiques font que les effecteurs RXLR évoluent très rapidement, 

ce qui leur permet d’échapper facilement à l’ETI. Il faut tenir compte du fait que certains éléments du 

modèle en Zig-Zag ont été remis en question, notamment en ce qui concerne la séparation entre PTI 

et ETI, qui ne serait pas si évidente (Thomma et al., 2011; Wu et al., 2018).  

3.4 Effectoromique : combattre l’ennemi avec ses propres armes 

Grace aux avancés techniques des dernières années en matière de séquençage, l’assemblage 

du génome des agents pathogènes est devenu possible. Il est alors envisageable de rechercher et 

d’identifier à haut-débit les séquences codantes des effecteurs. Ce processus est appelé 

effectoromique. 
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Figure 24 :  Représentation de la succession d’évènements intervenant dans l’interaction  moléculaire 
entre la plante et l’oomycète. La PTI  a lieu lorsque les PAMP (boules ocres) de l’oomycète (en orange) sont 
détéctés par des récepteurs de la famille des PRR, ce qui entraine une cascade de signalisation (flèche grise) 
qui active les défenses immunitaires. Au cours de l’ETS, les effecteurs (boules rouges) sécrétés en amont dans 
le cytoplasme de la cellule hôte par les haustoria suppriment la cascade de signalisation ou les défenses, 
rétablissant la sensibilité de la plante. L’ETI intervient lorsque les effecteurs sont détéctés par des récepteurs 
de type NLR et réactive une cascade de signalisation (flèche grise) aboutissant à la mise en place de défenses. 
Réalisé à partir du modèle (Pieterse et al., 2009). 
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Figure 25 : Le modèle en zigzag illustre le rendement quantitatif du système 
immunitaire de la plante. 
Le modèle de l’immunité végétale est représenté en 4 mouvements :

Apparition 
de la maladie

Plante 
saine

Le premier mouvement est la détection des PAMP, DAMP ou MAMP par la plante via les 
PRR ce qui déclenche la PTI (PAMP-triggered immunity). 

Au cours du second mouvement les agents pathogènes produisent des effecteurs 
qui interfèrent avec la PTI ou qui favorisent la nutrition et la dispersion des agents 
pathogènes, ce qui entraîne une sensibilité déclenchée par l’effecteur (ETS, effector-
triggered susceptibility). 

Au cours du troisième mouvement , un effecteur est reconnu par une protéine NB-
LRR, activant l’immunité déclenchée par effecteur (ETI, effector-triggered immunity), 
une version amplifiée de la PTI qui dépasse souvent un seuil d’induction de la réponse 
hypersensible (HR). 

Dans le quatrième mouvement, certains isolats d’agent pathogène sécrètent de nouveaux 
effecteurs qui permettent de supprimer l’ETI. 

La sélection favorise les nouveaux allèles NBS-LRR qui peuvent reconnaître l’un des 
effecteurs nouvellement acquis, ce qui entraîne à nouveau une ETI. 

Réalisé à partir du modèle (Jones and Dangl, 2006). 
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Une approche résumée par Vleeshouwers et al. (2008) sur la base de l’effectoromique vise à 

utiliser des séquences codantes des effecteurs pour identifier des gènes de résistance chez la plante. 

En sachant que les gènes Avr reconnus par la plupart de gènes de résistance appartiennent à la famille 

des effecteurs de type RXLR (Stassen and Van den Ackerveken, 2011) et que l’expression transitoire 

de gènes Avr en présence du gène de résistance correspondant conduit à une HR (Scofield et al., 1996; 

Bendahmane et al., 2000), il est possible d’identifier des gènes Avr par expression transitoire 

d’effecteurs RXLR chez des plantes portant des gènes de résistance. L’effecteur reconnu par le gène 

de résistance donnera lieu à une HR. Réciproquement, l’expression d’effecteurs sur des plantes 

résistantes dont les bases génétiques ne sont pas connues peut amener à l’identification de nouveaux 

gènes de résistance par l’apparition d’une HR (Figure 26). Cette approche peut être applicable par un 

crible à plus ou moins haut-débit, en prenant garde de valider l’avirulence de l’effecteur par des 

analyses génétiques via un test de co-ségrégation avec la résistance à la maladie. Pour cela, l’effecteur 

est exprimé au sein d’une population générée par le croisement d’un parent résistant et donc réactif 

à l’effecteur avec un parent sensible. Il est alors possible de vérifier que l’apparition de HR a lieu chez 

des individus présentant une résistance à l’agent pathogène. Le crible est réalisé sur une gamme 

d’espèces interfertiles avec l’espèce agronomique d’intérêt, ce qui permet une génération rapide 

d’hybrides résistants par introgression. Il est également possible de valider le couple R/Avr via une co-

expression directe, par agroinfiltration dans N. benthamiana, de l’effecteur avec le gène de résistance, 

dans le cas où ce dernier serait cloné. 

L’approche décrite par Vleeshouwers a permis l’identification accélérée de nouveaux gènes R 

de la pomme de terre contre P. infestans (Vleeshouwers and Oliver, 2014). Elle s’est également avérée 

efficace dans le cadre de la recherche de gènes de résistance contre deux autres oomycètes 

phytopathogènes : Plasmopara halstedii et Bremia lactucae qui provoquent respectivement le mildiou 

du tournesol et de la laitue.  

Chez la laitue, l’équipe du Pr Jeuken a exprimé 16 effecteurs RXLR sur 150 lignées génétiques 

de laitues résistantes, L. saligna (Giesbers et al., 2017). L’expression transitoire de l’effecteur RXLR 

BlN31 a conduit à l’apparition de nécroses de type HR chez 5% des L. saligna. Ces lignées ont alors été 

évaluées pour la co-segragation de la HR avec la résistance à B. lactucae. Des populations F1 et F2 ont 

été obtenues en croisant un parent qui répond à l’effecteur et un parent qui ne répond pas. Une 

population BC1 a également été obtenue par rétrocroisement avec le parent qui ne répond pas à 

l’effecteur. BlN31 a été exprimé sur les trois populations. L’apparition de HR a été comparée avec la 

distribution de la résistance dans les populations, révélant une co-ségrégation avec un gène de 

résistance dominant. 



Figure 26 : Identification de couples de gènes R/Avr. (A) Identification de séquences génomiques codant 
pour des effecteurs en cherchant le motif caractéristique RXLR et clonage dans des vecteurs d’expression. Les 
constructions sont ensuite introduites dans A. tumefaciens qui permet une expression transitoire du transgène 
chez la plante hôte. (B) Un crible est réalisé en exprimant chacun des effecteurs clonés (rouge, jaune, vert et 
bleu) sur une gamme d’individus résistants (représentés par des feuilles de formes et de couleurs différentes). 
L’apparition de HR sur les tissus transformés témoigne de la correspondance d’un gène R avec l’effecteur 
exprimé. (C) La validation du couple R/Avr est réalisée de deux manières. La première est basée sur la co-
ségrégation de la réponse à l’effecteur avec la résistance à P. viticola au sein des individus issus d’une même 
population (créée à partir d’un parent qui induit une HR après expression de l’effecteur). La seconde est la 
co-expression du gène R cloné avec l’effecteur. Extrait de (Vleeshouwers et al., 2011).  
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Concernant le mildiou du tournesol, de nombreux cas de contournement des résistances 

commercialisées ont été observés. L’utilisation de résistances durables combinées à des pratiques 

culturales réfléchies est primordiale. L’équipe du Dr Godiard a criblé 30 effecteurs RLXR conservés sur 

16 lignées de tournesol résistantes (Pecrix et al., 2018). Cinq effecteurs ont conduit à l’apparition de 

HR. Grâce aux infiltrations réalisées sur deux générations F3, il a été observé que l’effecteur PhRXLRC01 

co-ségrège avec le QTL de résistance dominant P22. L’approche a aussi facilité le processus de 

réduction de l’intervalle du QTL dans une région génomique qui code 39 gènes exprimés au cours d’une 

infection par le mildiou, dont 8 gènes NBS-LRR candidats.  

Situation actuelle de l’effectoromique chez P. viticola 

Ces dernières années ont été témoin d’une progression importante dans la création de 

ressources transcriptomiques (Mestre et al, 2012; Yin et al., 2015; Mestre et al., 2016) et génomiques 

(Dussert et al., 2016; Yin et al., 2017; Brilli et al., 2018) de P. viticola. Ces ressources ont permis 

d’accéder aux effecteurs de cet oomycète pour des isolats de différentes origines (Mestre et al., 2016; 

Yin et al., 2017; Liu et al., 2018) et d’identifier des effecteurs qui semblent être conservés entre des 

espèces d’oomycètes, qui seraient des bons candidats pour aborder la recherche de gènes de 

résistance (Mestre et al., 2016). Pour un nombre important de ces effecteurs, l’étude de leur possible 

fonction comme suppresseurs des défenses des plantes, ainsi que leur localisation cellulaire ont été 

décrits (Xiang et al., 2016), conduisant à quelques résultats notables. Ainsi, il a été montré qu’un 

effecteur RXLR induit une réponse immune chez N. benthamiana (Xiang et al., 2017) et qu’un 

deuxième est capable de supprimer les défenses de la plante par le biais de la suppression de 

l’accumulation de ROS et, par conséquent, réduit l’expression de gènes de défense (Xiang et al., 2016). 

Les gènes de résistance au mildiou de la vigne décrits dans le chapitre précédent sont localisés 

dans des régions riches en gènes de type NLR, et le seul gène cloné, Rpv1, appartient à cette famille 

(Feechan et al., 2013). À ce jour, les gènes Avr de P. viticola reconnus par ces gènes R n’ont pas été 

identifiés. Identifier les gènes Avr correspondant aux gènes R de la vigne permettrait de mieux 

connaître l’interaction plante-agent pathogène et de mieux appréhender les chances de durabilité des 

résistances utilisées. 
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Cette thèse s’inscrit dans une démarche de création variétale de vignes résistantes à 

Plasmopara viticola, oomycète causant le mildiou, à partir des connaissances acquises dans la 

littérature sur l’agent pathogène et sur les espèces de vignes résistantes à la maladie. Le principal 

inconvénient de la création de variétés résistantes est le fort potentiel de contournement des gènes 

de résistance par l’oomycète. Afin de pallier le risque de mettre à disposition des viticulteurs des vignes 

dont la résistance au mildiou serait rapidement inefficace, le programme de sélection développé par 

l’équipe de Génétique et Amélioration de la Vigne (GAV) de l’INRA de Colmar, dans laquelle j’ai 

effectué ma thèse, vise à pyramider des gènes de résistance de manière stratégique. 

L’objectif du projet de thèse est d’utiliser les connaissances sur les effecteurs de P. viticola 

pour identifier de nouveaux gènes de résistance au mildiou potentiellement durables. À long terme, 

les gènes de résistance identifiés seront incorporés dans les programmes de création de variétés de 

vignes résistantes au mildiou. Pour atteindre cet objectif, deux stratégies ont été utilisées. 

Dans un premier temps des gènes de résistance de type récepteur, reconnaissant les effecteurs 

conservés de P. viticola, ont été recherchés. Le fait que les effecteurs soient conservés est révélateur 

de leur importance dans le pouvoir infectieux ou dans la fitness de P. viticola. Les résistances ciblant 

ces effecteurs devraient a piori être durables. 

Dans un second temps la caractérisation fonctionnelle de ces effecteurs a été réalisée dans le 

but d’identifier leurs cibles moléculaires et pouvoir ainsi proposer des résistances alternatives chez la 

vigne. 

1. Identification de gènes de résistance qui reconnaissent des 

effecteurs conservés de P. viticola 

 « L’effectoromique est une approche qui consiste à identifier des 

effecteurs essentiels à la virulence du pathogène et, par leur étude, à 

trouver des gènes de résistance forts et potentiellement durables »  

(Vleeshouwers et al., 2011).  

 

Une première étape pour aboutir à mon objectif est l’obtention d’une sélection d’effecteurs 

RXLR la plus propice à nous conduire à l’identification de gènes de résistance durable chez la vigne. 

Cette sélection a été faite au laboratoire avant le début de la thèse. Deux critères ont été utilisés pour 

sélectionner des effecteurs candidats essentiels de P. viticola : leur expression précoce au cours de 
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l’infection, un moment clef qui détermine l’issu de l’interaction, et leur faible variabilité intra-

spécifique. 

Une fois les effecteurs RXLR candidats obtenus, ils serviront d’appât pour identifier la présence 

de gènes de résistances. Pour cela, l’apparition d’une réponse immunitaire sous forme de HR sera 

suivie chez les vignes après expression d’un transgène codant un de ces effecteurs candidats. Un 

double criblage est visé : 

Le premier est réalisé sur une gamme de génotypes issus de croisements entre V. vinifera 

sensible et des vignes résistantes, portant séparément les facteurs de résistance Rpv1, Rpv2 et Rpv3. 

L’induction de réactions de défense de type HR par ces génotypes indiquera si une reconnaissance 

d’un de ces effecteurs dépend de Rpv1, Rpv2 ou Rpv3, et conduira à l’identification du gène Avr pour 

ces gènes R. La spécificité de la réponse de type HR par rapport à la présence du gène R pourra être 

évaluée sur des populations en ségrégation.  

Le second criblage est réalisé sur une gamme de vignes résistantes asiatiques et américaines 

dont les bases génétiques de la résistance ne sont pas toujours connues. Cette approche permettra 

d’identifier des nouveaux gènes de résistance liés à la détection d’un de ces effecteurs.  

2. Compréhension du rôle des effecteurs RXLR dans la stratégie 

d’infection de P. viticola.  

Le second axe a pour but de caractériser fonctionnellement des effecteurs candidats 

sélectionnés. La compréhension du mécanisme sous-jacent à la fonction d’un effecteur permet 

d’identifier ses cibles moléculaires et ainsi potentiellement de développer des facteurs de résistance 

alternatifs. Ainsi par le biais d’un criblage de collection de vignes cultivées ou sauvages, on peut 

identifier des variants de cette cible ayant perdu la capacité d’interagir avec l’effecteur, et qui 

pourraient fonctionner comme des gènes de résistance récessifs. 

En conditions idéales, l’analyse fonctionnelle d’effecteurs doit se faire directement sur les 

organismes hôtes et pathogènes. Par exemple, pour vérifier et comprendre le rôle d’un effecteur dans 

le pouvoir infectieux de P. viticola nous devrions inactiver son expression ou il serait possible de le faire 

exprimer chez la plante hôte. Cependant P. viticola et la vigne sont respectivement impossible et très 

difficile à transformer. C’est pourquoi il a été nécessaire de se tourner vers l’expression des effecteurs 

candidats chez des espèces modèles, notamment N. benthamiana. 

La fonction principale attribuée aux effecteurs des oomycètes étant la suppression des 

défenses, l’analyse fonctionnelle débutera donc par un criblage de l’effet de l’effecteur sur les défenses 
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de la plante. Cette fonction sera vérifiée en étudiant leur capacité à empêcher le développement de 

nécrose de type HR ainsi que la production de phytoalexines induites par la présence du PAMP INF1. 

Pour ces effecteurs montrant un effet sur les réponses immunes de la plante, plusieurs 

paramètres seront étudiés en vue d’une caractérisation fonctionnelle plus fine : 

 

1 - Identification des compartiments d’adressage cellulaire de l’effecteur dans la cellule hôte, par 

expression de l’effecteur couplé à un marqueur fluorescent. 

2 - Identification des voies métaboliques végétales ciblées par l’effecteur chez l’hôte, par analyse 

métabolomique de tissus foliaires qui expriment transitoirement l’effecteur. 

3 - Identification des cibles protéiques de l’effecteur dans la cellule hôte, par immunoprécipitation 

d’effecteurs tagués, suivi d’identification de protéines par spectrométrie de masse. 

4 – Vérification de l’action de l’effecteur sur le pouvoir infectieux de différents agents pathogènes 

par inoculation des pathogènes sur des tissus foliaires de vigne et de N. benthamiana exprimant 

les effecteurs de façon transitoire. 
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Les recherches décrites dans ce chapitre constituent l’axe principal original de ma thèse, dont 

le but est d’identifier de nouvelles sources de résistance durable à la vigne contre le mildiou. Nous 

avons choisi une stratégie d’effectoromique avec une sélection de gènes effecteurs RXLR essentiels 

pour l’agent pathogène. L’hypothèse de départ est que les gènes de résistance reconnaissant ces 

effecteurs seront a priori plus durables, car la perte ou la mutation de ces effecteurs aura un effet 

délétère pour l’agent pathogène. La recherche de gènes de résistance sera faite par expression 

transitoire d’effecteurs chez des sources de résistance ; la présence d’un gène de résistance 

reconnaissant l’effecteur sera mise en évidence par l’apparition d’une mort cellulaire. 

Les résultats initiaux obtenus avec cette approche m’ont amené à rechercher des stratégies 

alternatives, en particulier concernant l’import des effecteurs dans les cellules de vigne. J’ai choisi de 

produire ces effecteurs en système hétérologue puis d’infiltrer les protéines purifiées. 

Dans un souci de clarté, une section expliquant les différentes étapes de la stratégie de 

recherche de résistances durables est présentée avant les résultats.  

1. Stratégie de recherche de résistances durables 

Le principe de notre stratégie repose sur un crible de gènes codant pour des effecteurs RXLR 

candidats de P. viticola considérés comme essentiels. Les effecteurs essentiels sont définis ici comme 

ceux étant peu variables entre les souches et exprimés lors des étapes précoces de l’infection. Nous 

faisons l’hypothèse que les effecteurs exprimés tôt dans le cycle infectieux et présents chez un grand 

nombre d’isolats de P. viticola interviendront dans des processus clefs de l’infection et seront 

fondamentaux pour le pouvoir pathogène. Ces effecteurs seront exprimés transitoirement par 

agroinfiltration sur différents génotypes de vigne, en particulier des vignes américaines et asiatiques 

possédant des facteurs de résistance non-identifiés à ce jour. Il est attendu que si un gène de résistance 

correspondant à l’effecteur est présent dans le génome d’un des génotypes étudiés, une réponse de 

mort cellulaire sera observée. En parallèle, ces gènes seront exprimés sur des de vignes hybrides 

possèdant les gènes ou QTLs de résistance Rpv1, Rpv2 et/ou Rpv3 avec le but d’identifier le gène 

d’avirulence correspondant. 

1.1 Sélection d’effecteurs RXLR candidats de P. viticola 

L’identification et la sélection de gènes candidats sont deux étapes déterminantes pour la suite 

de cette étude. Le but est d’utiliser dans le crible les séquences des effecteurs les plus propices à nous 

conduire à des gènes de résistance durables. L’identification et la sélection des effecteurs RXLR 
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dont la prédiction est 

robuste

Sélection de séquences 
conservées 
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l’infection
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Figure 28 : Critères de sélection des effecteurs RXLR candidats.
Plusieurs critères de sélection ont été appliqués sur les 256 effecteurs putatifs identifiés. Vingt-
deux gènes ont été séléctionnés (en jaune) pour la présence de motifs spécifiques aux RXLR 
et une expression au cours de l’infection confirmée par RNA-seq. Vingt-six séquences ont 
été séléctionnées (en vert) pour leur conservation à l’aide de l’analyse de SNP au sein de 27 
isolats de P. viticola et dont l’expression a été confirmée par RNA-seq. Vingt-trois séquences 
ont été séléctionnées (en bleu) pour présenter une expression forte à 48 hpi et la présence de 
motifs spécifiques aux effecteurs RXLR. Au total, 51 effecteurs putatifs ont été séléctionnés. 
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Homologie structurelle 
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Figure 27 : Critères d’identification des effecteurs RXLR putatifs de P. viticola.
Les séquences codantes pour des effecteurs RXLR ont été recherchées au sein du protéome 
de P. viticola via différentes approches: la recherche de motifs spécifiques aux effecteurs 
RXLR (en vert), la recherche d’homologique de séquence (en bleu) et de structure (en 
bordeau) avec des effecteurs RXLR connus dans les protéomes de P. sojae, P. halstedii, 
P. infestans, H. arabidopsidis. Au total, 256 séquences putatives ont été identifiées.  
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candidats dans le protéome de P. viticola ont été réalisées avant le début du projet de thèse ; en 

conséquence, ces processus ne seront pas abordés en détail ici. 

L’identification d’effecteurs RXLR dans le protéome de P. viticola a été réalisée suivant deux 

types d’approches : i) Un blast sur les séquences protéiques (blastp) contre une base de données 

d’effecteurs RXLR connus et ii) une mise en évidence de motifs RXLR-dEER par recherche d’expressions 

régulières (regex, Regular expression) et aussi à l’aide de modèles de Markov cachés (HMM). Après un 

tri des séquences basé sur la présence d’un peptide signal et l’absence de motifs transmembranaires, 

une homologie structurelle des gènes candidats obtenus avec des effecteurs RXLR connus a été 

recherchée. Les détails du processus d’identification d’effecteurs et les résultats obtenus sont 

présentés dans la Section 1 du Chapitre 3, car ils ont été intégrés dans l’article (Combier et al.) soumis 

à publication. 

Un certain nombre de données de séquençage de P. viticola sont disponibles et régulièrement 

mises à jour par de nouvelles techniques de séquençage. Dans un premier temps le transcriptome de 

spores germées in vitro de l’isolat SC a été obtenu par séquençage Sanger, puis quelques années plus 

tard par séquençage 454 à partir de spores germées in vitro et de feuilles infectées (Mestre et al., 

2016). Enfin, la technologie Illumina Solexa a permis le séquençage du génome de cet oomycète à 

partir de la souche PV221 puis à partir de 27 isolats différents. 

L’identification d’effecteurs RXLR décrite ci-dessus a mis en évidence 256 séquences 

candidates (Figure 27). Ensuite, trois critères ont été utilisés pour sélectionner des candidats prédits 

comme essentiels à la virulence de P. viticola : 1) la robustesse de la prédiction, 2) la variabilité de 

l’effecteur dans une collection d’isolats de P. viticola, basée sur le reséquençage de 27 isolats, et 3) 

l’expression de l’effecteur lors de l’infection, sur la base de données de RNA-Seq à 48 heures post-

infection (hpi) (Figure 28). 

Les 37 effecteurs dont l’identification a été considérée la plus robuste (identifiées par Blast et 

recherche de motif) et ceux montrant une faible variabilité (définie comme un nombre de SNPs non-

synonymes ≤ 6) ont été retenus à condition que leur niveau d’expression à 48 hpi soit détectable dans 

les trois répétitions des expériences de RNA-Seq. En parallèle, les 35 effecteurs les plus fortement 

exprimés à 48 hpi ont été retenus pourvu qu’ils aient été identifiés par recherche de motif par au moins 

une des méthodes utilisées. 

In fine, ce processus a conduit à la sélection de 51 effecteurs, dont la répartition selon critères 

de sélection est présentée dans la (Figure 28). Vingt-cinq d’entre eux seront utilisés pour la recherche 

de résistances durables dans le cadre de la thèse. Nous avons choisi les 16 sélectionnés sur la base d’au 

moins deux critères, et 9 autres montrant une forte expression au cours de l’interaction P. viticola / V. 

vinifera (Tableau 4).  



Nom de 
l’effecteur Nom original Taille 

(aa)
Position 

RXLR
Motif 
RXLR

Position 
DEER

Prédiction sur Phyre2 Homologues

Pv08 Plvit221r1_S0008g07301 149 33 RFLR 76 1

Pv19 Plvit221r1_S0464g40214 276 48 RTLQ 61 1
Pv24 Plvit221r1_S0035g12798 123 28 QHLR 42 1
Pv38 Plvit221r1_S0012g08108 186 37 RQKR 62 1
Pv40 Plvit221r1_S0023g10568 112 56 RFLR 76 2
Pv41 Plvit221r1_S0008g07299 134 56 RRLR 76 Avr3a4, effecteur RXLR de P. capsici (23.7%) 1
Pv44 Plvit221r1_S0464g40210 270 42 RTLQ 55 1

Pv52 Plvit221r1_S0042g14463 333 44 RGLR 55 Régulateur de réponse aspartate phosphatase, 
Kinesin light-chain 1 (99.9%) 2

Pv53 Plvit221r1_S0214g30354 513 47 RFLR 62 0

Pv55 Plvit221r1_S0411g38958 414 48 RKLR - 0

Pv57 Plvit221r1_S0229g31250 183 40 RRLR 60 Avr3 a11, effecteur RXLR de P. capsici (81.9%) 2

Pv58 Plvit221r1_S0008g07056 149 51 RSLR 74 0

Pv62 Plvit221r1_S0545g41401 116 48 RILR 60 0

Pv63 Plvit221r1_S0098g21208 202 48 RRLR 58 0

Pv64 Plvit221r1_S0278g33823 96 31 RSLR - 1
Pv65 Plvit221r1_S0256g32728 151 37 RLLR 49 2
Pv67 Plvit221r1_S0295g34737 95 46 RLLR - 0

Pv68 Plvit221r1_S0293g34653 425 38 RDLR - Phosphotransférase (100%) 1
Pv69 Plvit221r1_S0018g09472 180 51 RALR - Protéine de liaison au mannose et au glucose (100%) 1
Pv70* Plvit221r1_S0092g20511 111 40 HNLR 57 0

Pv72 Plvit221r1_S0062g17319 431 33 REER 54 Atr1, effecteur de H. arabidopsidis (79.8%) 1
Pv73 Plvit221r1_S0008g07303 134 56 RFRR - 0

Pv74 Plvit221r1_S0156g26436 207 57 RYLQ 67 Mob1 de la famille des phoceines (80.1%) 1

Tableau 4 : Liste des effecteurs RXLR candidats sélectionnés pour le crible. En blanc les gènes qui ont pu être amplifiés et clonés dans un vecteur binaire pour 
expression transitoire à l’aide d’A. tumefaciens. En gris, les effecteurs séléctionnés qui n’ont pas pu être clonés au cours de la thèse. *, deux allèles de Pv70 ont 
été clonés.
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1.2 Choix de la technique de transformation chez la vigne 

La transformation transitoire de vigne reposait initialement sur une technique de 

bombardement de particules d’or sur des calls ou des suspensions cellulaires, cette méthode n’est pas 

compatible avec le crible d’un grand nombre de gènes. 

Le bombardement sur des feuilles de vigne n’a pas été décrit dans la littérature. Grâce aux 

techniques de transformation transitoire de vigne dépendante d’A. tumefaciens développés au 

laboratoire, ainsi que les récentes améliorations apportées par le Dr Lizamore et le Dr Winefield qui 

permettent de s’affranchir d’une infiltration sous vide, il est possible de réaliser un crible des effecteurs 

de façon plus rapide (Santos-Rosa et al., 2008; Lizamore and Winefield, 2015). L’affranchissement de 

l’infiltration sous vide se base sur l’utilisation d’agents mouillants tensio-actifs fréquemment utilisés 

en agriculture, en particulier l’agent mouillant Silwet L-77®, dont l’efficacité à réduire la tension 

superficielle et améliorer la transformation génétique a été prouvée dans la transformation d’A. 

thaliana par immersion floral (Floral Dip) (Clough and Bent, 1998). Cependant, cette technique n’est 

pas sans limitations. En effet, celle-ci peut provoquer des nécroses sur les tissus transformés (Lizamore 

and Winefield, 2015). Par ailleurs, un effet de l’âge des feuilles de vigne sur l’agro-infiltration a été 

démontré. En effet, seulement la première feuille étalée, c’est-à-dire la plus jeune complètement 

développée, présente une expression importante du transgène (Santos-Rosa et al., 2008), faisant que 

seule une feuille par plante peut être utilisée dans le crible. 

Malgré ces limitations, près de 150 disques foliaires peuvent être transformés par un 

opérateur expérimenté en une journée par agroinfiltration à l’aide du Silwet L-77®, ce qui nous a fait 

retenir cette technique pour nos expérimentations. 

1.3 Plan d’expérimentation 

Comme énoncé plus tôt, le but de cette thèse est d’identifier de nouveaux gènes de résistance 

a priori durables. Les gènes de résistance capables de détecter la présence des effecteurs candidats 

sélectionnés sont recherchés à l’aide d’un crible. Celui-ci se base sur l’expression hétérologue par 

agroinfiltration des effecteurs dans les tissus foliaires et l’observation de l’activation de défense 

végétale de type HR. Deux types d’expériences seront effectuées, qui sont décrites ci-dessous et 

résumées dans la figure (Figure 29). 

Identification de couples R/Avr 

Un premier crible est réalisé sur des vignes hybrides portant des facteurs de résistance connus 

dans le but d’identifier des gènes d’avirulence, (Tableau 5). Les génotypes utilisés sont issus de trois 



Nom 
code de la 
population 
d’origine

Parenté de la 
population 
d’origine

Nom code 
de l’individu 

hybride
Phénotype

Origine de la résistance Maintien de la lignée 
en serre ou 

en Culture in Vitro
Rpv1 Rpv2 Rpv3

Population 
G

[(V. vinifera x 
M. rotundifolia 

cv. G52) 
x V. vinifera] 

x V. vinifera cv. 
Syrah

0044G Sensible S - - CIV et serre

0125G Résistant R - - CIV et serre

0239G Résistant R - - CIV et serre

0259G Sensible S - - CIV et serre

Population 
H

(V. vinifera x 
M.rotundifolia 
cv. Trayshed) 
x V. vinifera 
cv. Cabernet 
Sauvignon

7001H Résistant R S - CIV

7011H Sensible S S - CIV

7035H Résistant R R - CIV

7050H Résistant S R - CIV et serre

7054H Sensible S S - CIV

7039H Sensible S S - Serre

7056H Sensible S S - Serre

7115H Résistant R S - Serre

7180H Résistant R R _ Serre

Population 
18

V. vinifera cv. 
Chardonnay x 
hybride Bianca

18.013 Résistant - - R CIV

18.031 Résistant - - R CIV et serre

18.102 Sensible - - S CIV et serre

18.110 Sensible - - S CIV

18.030 Sensible - - S Serre

18.044 Sensible - - S Serre

18.063 Résistant - - R Serre

18.093 Résistant - - R Serre

  

Tableau 5 : Liste des hybrides utilisés pour le crible. Le facteur de résistance Rpv1 a été identifié dans les 
parents résistants M. rotundifolia cv. G52 et cv. Trayshed. Le facteur de résistance Rpv2 a été identifié dans 
le parent résistant M. rotundifolia cv. Trayshed. Le facteur de résistance Rpv3 a été identifié dans le parent 
résistant hybride Bianca. R: l’individu possède l’allèle de résistance au QTL . S: l’individu ne possède pas l’allèle 
de résistance au QTL . «-» : le facteur de résistance n’est pas présent chez les parents, CIV : Culture in vitro
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croisements différents qui ségrégent pour les facteurs de résistance Rpv1, Rpv2 et Rpv3. Rpv1 et Rpv2 

sont issus de M. rotundifolia et ségrégent dans les populations nommées G et H ; Rpv3 est issu du 

parent Bianca et ségrége dans la population nommée 18. Exprimer transitoirement les effecteurs RXLR 

candidats de P. viticola chez ces individus permettra d’identifier l’éventuelle apparition d’une mort 

cellulaire associée à la présence des facteurs de résistance Rpv1, Rpv2 ou Rpv3. Des génotypes issus 

des mêmes populations mais qui ne portent pas les facteurs de résistance seront utilisés comme 

témoins. 

Identification de nouveaux gènes de résistance 

Pour identifier des nouveaux gènes de résistance, un second crible est réalisé sur des vignes 

résistantes américaines et asiatiques (Tableau 6). Un ou des facteur(s) génétique(s) de résistance ont 

été déjà décrit(s) pour certaines de ces espèces, mais les bases génétiques de la résistance ne sont pas 

connues pour toutes. Potentiellement, de nouveaux facteurs de résistance sont à déceler au sein de 

ces vignes. L’induction d’une HR chez ces génotypes lors de l’expression des effecteurs sera le signe 

d’une interaction de l’effecteur avec un facteur génétique de résistance, connu ou non. L’éventuelle 

implication de Rpv1, Rpv2 ou Rpv3 sera discriminé par les résultats du premier crible. 

Dans la situation où l’apparition de la HR dépend d’un gène de résistance encore inconnu, la 

prochaine étape serait de l’identifier. Pour ce faire, une approche par cartographie génétique peut être 

utilisée. Cette approche consiste à localiser la région du génome impliquée dans l’interaction grâce à 

une carte génétique. Cette démarche nécessite de réitérer l’expression de l’effecteur sur une 

population dérivée de l’espèce résistante. Grace au génotypage et phénotypage de cette population, 

l’apparition de la HR pourra être corrélée avec la résistance et plus tard associée avec du 

polymorphysme génétique à des loci moléculaires. Des cartes génétiques sont déjà produites au 

laboratoire avec des marqueurs SSR pour des populations dérivées de différentes espèces : V. 

lincecumii, V. cordifolia, V. riparia Gloire de Montpelier. 

 La région génomique porteuse de la résistance associée à l’effecteur peut être connue par 

transposition des cartes génomiques sur les cartes physiques. En réduisant l’intervalle génétique 

contenant le gène de résistance à l’aide de nouveaux marqueurs et par la génération de nouvelles 

recombinaisons par croisement, il est possible d’identifier la séquence codant pour le gène de 

résistance correspondant. Il est attendu que la détection de l’effecteur dépende d’un récepteur de la 

famille des NBS-LRR, ce qui permet d’orienter la recherche et de réduire le panel de gènes candidats. 

Il n’est pas envisagé d’aborder les travaux de cartographie et identification de gène de résistance dans 

le cadre de la thèse, pour des raisons d’ordre temporel. 



Genre Espèce Cépage/
Accession Origine Résistance 

au mildou

Facteur de 
résistance 
iden� fi é

Publica� on associée au 
facteur de resistance

Main-
� ent de 
la ligné

V. vinifera

Syrah
150.col.73 France non serre

Kishmish 
vatkana

90525.Col.1
Ouzbékistan non CIV 

et serre 

Bronner Allemagne Forte CIV

V. rupestris 8068.mtp.6 Amérique Forte Rpv 3

Welter et al 2007
Bellin et al. 2009

Di Gaspero et al. 2012
Zyprian et al. 2016

CIV 
et serre

V. amurensis  8003.col1 Chine Forte
Rpv 10
Rpv 8

Rpv 12

Blasi et al. 2011
Schwander et al. 2012

Venu�  et al. 2013
CIV

V. coigne� ae 8028.col1 Japon Très forte CIV

V. mon� cola 8053.mtp2 Amérique Très forte CIV

V. riparia

Gloire de 
Montpellier

Américaine 
(porte-greff e 

Européen)
Forte

Rpv 5
Rpv 6

Di Gaspero et al. 2012 
Moreira et al. 2011

Marguerit et al. 2009
Guillaumie et al. 2013

CIV

9006.col1 Amérique CIV

8064.mtp48 Amérique Serre

V. cordifolia 8029.Mtp1 Amérique Forte Serre

V. lincecumii 8051.col1 Amérique Très forte Serre

M. rotundifolia Regale Amérique Totale Rpv 1
Rpv 2

Merdinoglu et al. 2003
Wiedemann-

Merdinoglu et al. 2006
CIV

V. vinifera
M. rotundifolia

22-8-78 
(hybride) Amérique Moyenne Rpv 1 CIV

V. labrusca
Concord

6542.col.1
(hybride)

Amérique Moyenne CIV

Tableau 6 : Liste des lignées de vigne u� lisées pour le crible.  Si possible est précisé en gris le n° d’iden� fi ca� on 
de la collec� on ampélographique du Domaine de Vassal (INRA, Montpellier). Les vignes sont maintenues en 
serre et/ou en CIV au laboratoire.  
Sources :
• h� p://ephy� a.inra.fr/fr/C/6064/Vigne-Cepages-et-bioagresseurs,
• h� p://www.vignevin-sudouest.com, h� p://www.vivc.de/,
• Les cépages résistants ICV,
• Données non-publiées du laboratoire
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2. Résultats 

2.1 Recherche de résistances durables par agroinfiltration d’effecteurs 
essentiels chez la vigne 

Clonage d’effecteurs 

Les séquences des 25 effecteurs sélectionnés sont vouées à être clonées chez A. tumefaciens, 

une bactérie tellurique largement utilisée en laboratoire pour transformer de façon stable ou 

transitoire du matériel végétal (Kapila et al., 1997; Gelvin, 2003). Dix-huit des 25 effecteurs candidats 

ont pu être amplifiés par PCR à partir d’ADNc et d’ADNg extrait de l’isolat SC de P. viticola (Tableau 4, 

lignes blanches). Pour garantir que les protéines seront bien exprimées dans la cellule végétale, les 

gènes ont été clonés sans leur peptide de sécrétion. Les séquences ont été clonées dans un vecteur 

binaire et transformées dans le vecteur biologique A. tumefaciens. Des allèles ont pu être clonés pour 

deux effecteurs, nommés Pv70 et Pv55. 

Expression transitoire d’effecteurs dans des feuilles de vigne 

Étant donné qu’il existe des différences d’efficacité de transformation transitoire entre 

génotypes de vigne, nous avons utilisé un marqueur de transformation pour valider l’efficacité de 

transformation sur chaque phénotype et pour chaque expérience. Le contrôle de transformation 

utilisé au laboratoire est VvMyba1, un facteur de transcription impliqué dans la synthèse 

d’anthocyanes (Kobayashi et al., 2005). L’intérêt de ce gène comme rapporteur réside dans sa facilité 

d’utilisation et son faible coût de suivi : la coloration induite est visible à l’œil nu et sa détection ne 

nécessite aucun équipement particulier. De plus, aucune diffusion de la pigmentation dans les cellules 

voisines n’a été observée (Li et al., 2011; Lizamore and Winefield, 2015). Son utilisation est donc 

préférable aux rapporteurs traditionnels GUS et GFP. GUS implique une coloration destructive des 

échantillons et en plus le produit de la réaction diffuse entre les cellules, ce qui ne permet pas de 

rendre compte de l’efficacité réelle d’une transformation. La GFP est une protéine fluorescente qui 

nécessite d’être excitée sous lumière ultraviolette. De plus, la faible intensité du signal rapportée chez 

la vigne oblige à utiliser un microscope (Santos-Rosa et al., 2008). L’expression de vvMyba1 dans des 

disques de vigne est visible par l’accumulation d’anthocyanine en ilots bordeaux sur les disques 

transformés (Lizamore and Winefield, 2015). Ces ilots correspondent aux régions épidermiques où la 

transformation a été efficace. Des agrobacteries porteuses du gène GUS et des infiltrations avec le 

tampon de résuspension des bactéries ont également été utilisées au cours du crible pour vérifier 

l’effet de la pratique expérimentale sur les tissus foliaires. 
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L’observation des symptômes de l’expression transitoire a lieu à 6 et 11 jours post-

agroinfiltration (jpa). L’accumulation d’anthocyanes suite à l’expression de VvMyba1 n’est pas toujours 

observable à 6 jpa, selon le génotype et le matériel végétal utilisé. Par ailleurs, à 11 jours parfois les 

disques supportent mal les stress mécaniques lié à la manipulation, se nécrosent et masquent un 

potentiel phénotype associé au transgène.  

Les observations de l’expression de VvMyba1 sur les différents génotypes ont montré que 

l’apparition des ilots bordeaux n’est pas systématique et que, comme il était attendu, le nombre d’ilots 

maximal observé diffère entre génotypes (Figure 30). Après expression du contrôle négatif GUS, des 

brunissements de type nécroses apparaissent sur les tissus, ce qui arrive aussi avec un contrôle tampon 

d’infiltration sans agrobactérie (Figure 31). Ces nécroses apparaissent en points épars et généralement 

elles sont présentes en faible quantité. La quantité de ces nécroses et leur fréquence d’apparition sont 

aléatoires sur chaque génotype et entre différents lots de plantes. Ces nécroses seront donc à prendre 

en compte pour le crible des effecteurs sur les différents génotypes. 

L’ensemble des effecteurs clonées ont été exprimés sur chaque génotype de vigne au 

minimum trois fois au cours de la thèse et sur 4 à 5 disques pour chaque réplica. Un total de 612 

combinaisons effecteur/génotype ont été réalisées. Aucun symptôme majeur n’a été observé en 

dehors des nécroses induites par l’expérimentation. Aucune correspondance entre la présence des 

nécroses et celle d’un gène de résistance, connu ou nouveau, n’a pu être mise en évidence dans le 

cadre de ces expériences. 

Suivi de l’expression de gènes marqueurs après expression transitoire d’effecteurs RXLR 

dans des feuilles de vigne 

Puisque la présence de nécroses est susceptible de masquer l’observation macroscopique 

d’une réponse de type HR sur les disques de vigne, j’ai décidé de suivre des marqueurs spécifiques de 

l’induction de HR. Cependant, à la différence des cellules animales, il est extrêmement difficile de 

différencier les types de mort cellulaire chez les plantes, tant au niveau microscopique comme 

moléculaire (Van Doorn et al., 2011). De plus, les marqueurs déjà décrits ne se prêtent pas à une 

utilisation dans un crible semi-automatisé et dont l’efficacité d’agroainfiltration reste souvent faible. 

Par exemple, le suivi des phytoalexines par excitation sous lumière bleue n’est pas viable sur des 

disques de vigne agroinfiltrés, car le faible nombre d’ilots transformés rend difficile l’observation de 

ce marqueur.  

Je me suis donc tournée vers la vérification de l’expression du gène marqueur de mort 

cellulaire VvHSR. Une induction de VvHRS1 a été observée après infection par le champignon 

nécrotrophe Botrytis cinera (Bezier, 2002) ou expression transitoire de sa protéine nécrotique NEP1 
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exprime VvMyba1. La première feuille étalée 
de vigne cul� vée in vitro est sec� onnée et 
agroinfi ltrée en disque à l’aide du surfactant 
Silwet L-77 (0.03%) pendant 10 minutes. 
Les photographies sont réalisées à la loupe 
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Figure 31 : L’agroinfiltration de disques foliaires de vigne induit des nécroses à la surface de 
l’épiderme. La première feuille étalée de vigne cultivée in vitro est sectionnée et agroinfiltrée en 
disque à l’aide du surfactant Silwet L-77 (0.03%) pendant 10 minutes. Les photographies sont réalisées 
à la loupe binoculaire 11 jours après agroinfiltration. L’apparition et le nombre de colorations brunes, 
ainsi que les décolorations chloroplastiques, sont détectées aléatoirement entre les génotypes de 
vigne, les répétitions et les conditions testées.
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(Chong et al., 2014). Par ailleurs, l’expression de VvHSR1 est induite lors de la mise en place de la 

résistance au mildiou par le gène Rpv3 (Casagrande et al., 2011). 

Le suivi de l’expression de VvHSR a été fait par RT-PCR semi-quantitative cinq jours après 

agroinfiltration. Des expériences de validation de l’approche montrent que la sensibilité de 

l’expression de VvHSR aux stress mécaniques et chimiques induits par l’expérimentation peut varier 

entre expériences et entre génotypes (Figure 32). La détection d’une réponse de type HR après 

expression des effecteurs RXLR candidats sur disques de vigne en mesurant l’accumulation du transcrit 

VvHSR semble possible, mais les résultats obtenus doivent être interprétés avec précaution, et 

plusieurs répétitions des expériences seront sans doute nécessaires 

2.2 Approches alternatives pour l’identification de gènes Avr et de 
résistances durables 

Au vu des difficultés rencontrées avec la stratégie d’expression transitoire par agroinfiltration 

d’effecteurs RXLR sur des feuilles de vigne, d’autres approches ont été abordés au cours de la thèse 

pour identifier des couples R/Avr et des nouveaux gènes de résistance. 

2.2.1 Recherche d’un couple gène R/Avr via expression hétérologue sur N. 

benthamiana 

Un problème associé au crible basé sur l’expression transitoire d’effecteurs sur feuilles de 

vigne est l’absence de contrôle positif, c’est à dire un couple gène R/Avr identifié chez la vigne et P. 

viticola qui, quand on exprime le gène Avr en présence du gène R, déclenche une HR. Dès lors, nous 

n’avions pas la certitude que le déclenchement d’une nécrose de type HR par nos approches serait 

détectable avec le bruit de fond causé par le Silwet L-77®.  

Parmi les facteurs de résistance contre le mildiou identifiés chez la vigne, le gène Rpv1 a été 

identifié et cloné (Feechan et al., 2013). L’identification du gène Avr correspondant à Rpv1 non 

seulement augmenterait notre connaissance du pathosystème mais aussi permettrait de disposer d’un 

témoin pour confirmer ou infirmer la validité de notre approche. L’expression transitoire de couples 

R/Avr chez Nicotiana benthamiana pour étudier leurs interactions et les réponses qu’ils induisent a été 

largement décrite dans la littérature (Bendahmane et al., 2000; Zhang et al., 2004; Moffett et al., 

2002). 

Les 18 effecteurs de type RXLR clonés au cours de la thèse, plus 14 autres clonés avant mon 

arrivée ont été co-exprimés avec Rpv1 sur des feuilles de N. benthamiana via une agroinfiltration 

réalisée par la pression d’une seringue sans aiguille. L’apparition de nécroses a été suivie sur les six 
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Figure 32 : Suivi de l’expression du gène marqueur de la HR, VvHSR, sur des disques de vigne exprimant les eff ecteurs 
candidats Pv70.2 et Pv47. La première feuille étalée de vigne cul� vée in vitro est sec� onnée et des disques sont agroinfi ltrés 
avec A. tumefaciens en présence du surfactant Silwet L-77 (0.03%) pendant 10 minutes. Deux jours après l’agroinfi ltra� on, les 
ARN sont extraits et les transcrits sont amplifi és par RT-PCR. 



Chapitre 1 : Recherche d’effecteurs de P. viticola reconnus par les vignes résistantes 
 

69 
 

jours suivants (Figure 33). Aucun des effecteurs testés n’a conduit à une induction de mort cellulaire, 

suggérant qu’ils ne sont pas reconnus par Rpv1 dans les conditions de notre test. 

2.2.2 Infiltration foliaire des effecteurs RXLR candidats après production 

hétérologue par Pichia pastoris 

Les freins principaux aux cribles des effecteurs RXLR candidats sur les génotypes de vigne 

reposent sur la faible efficacité de la transformation génétique du modèle, réduisant la disponibilité 

des effecteurs candidats dans les tissus végétaux, et aussi sur le stress phyto-toxique dû à 

l’agroinfiltration. Une alternative qui permettrait de s’affranchir de ces obstacles serait de produire 

l’effecteur en amont de l’infiltration des disques de vigne. Elle repose sur une expression hétérologue 

de protéines et une infiltration directe de la protéine purifiée dans les tissus végétaux. Dans cette 

stratégie, nous faisions l’hypothèse que la protéine, une fois dans l’apoplasme, serait capable de 

rentrer dans les cellules à l’aide du motif RXLR. J’ai choisi une approche d’expression hétérologue par 

la levure Pichia pastoris. C’est une approche à moyen débit mise en place par le Dr Jean-Baptiste Lopez 

au cours de son doctorat sous la direction de l’Assoc. Prof. Radutoiu et du Pr Stougaard à l’Institut for 

Molekylærbiologi og Genetik de l’Université de Århus au Danemark. Cette méthode a été utilisée pour 

une approche d’effectoromique afin d’identifier des gènes de résistance contre la ramulariose de 

l’orge, une maladie induite par le champignon Ramularia collo-cygni. Grâce à l’aide financière permise 

par une bourse EMBO de mobilité courte-durée, j’ai eu l’opportunité d’être formée par l’équipe 

danoise pour transposer l’approche aux effecteurs RXLR candidats de P. viticola.  

Procédure du clonage en levure des effecteurs RXLR candidats 

Les séquences des effecteurs candidats sont clonées dans le plasmide pPICZα-GFP optimisé 

par le Dr. Lopez à partir du plasmide commercial pPICZα. Ce plasmide commercial place l’expression 

des effecteurs sous le contrôle d’un promoteur AOX1 (Alcohol oxidase 1) inductible au méthanol 

(Tschopp et al., 1987) et permet l’insertion du peptide de sécrétion du α-factor de levure. Les protéines 

clonées seront donc sécrétées dans le milieu de culture. Ce vecteur possède également le gène SH du 

blé qui permet une sélection à l’antibiotique zéocine. Les améliorations apportées ont permis 

l’insertion de la région codante GFP en C-terminal, en amont des tags myc et histidine originaux (Figure 

34).  

L’approche a été appliquée à 28 effecteurs candidats de P. viticola (comprenant les 25 

effecteurs RXLR séléctionnés ainsi que trois effecteurs WY présentés plus tard dans ce manuscrit). Le 

frein possible à cette approche est que l’entrée des effecteurs RXLR dans les cellules végétales après 

infiltration n’ait pas lieu de façon autonome. Afin de confirmer la validité de la stratégie, la séquence 



Figure 33 : Co-expression de Rpv1 et des eff ecteurs RXLR de P. vi� cola chez N. benthamiana. 
Agroinfi ltra� on de construc� ons perme� ant l’expression transitoire  des eff ecteurs candidats 
RXLR sans leur pep� de signal dans des feuilles de N. benthamiana. Les photographies des 
feuilles (face supérieure) ont été réalisées 5 jours après agroinfi ltra� on. Les expériences ont 
été répétées 3 fois. 
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Figure 34 : Schéma de la construc� on de Ppiczα-GFP. Le promoteur AOX1 peut être induit par 
méthanol et reprimé par glucose. Le pep� de signal de la levure est op� misé pour contenir le même 
site d’ini� a� on que le pep� de endogène. Adapté de la thèse de Jean-Bap� ste Lopez. 

Figure 35 : Schéma de la recombinaison de la construc� on dans la séquence de AOX1 présente 
dans le génome de P. pastoris.  Adapté de la thèse de Jean-Bap� ste Lopez. 
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du motif RXLR de Avr3a, un effecteur intracellulaire de Phytophthora infestans, a été clonée fusionnée 

en N-terminal du gène marqueur GFP.  

Le clonage est effectué en deux étapes. La première se fait dans E. coli en haut débit avec la 

technologie de clonage SLIC (Sequence-and Ligation-Independent Cloning) (Li and Elledge, 2012). Le 

clonage est validé par séquençage. La seconde étape est la transformation de P. pastoris, où les 

constructions sont directement insérées dans le génome de la levure (Figure 35). Ce type de clonage 

peut conduire à des insertions multiples (Ahmad et al., 2014), par conséquent une sélection sous haute 

concentration d’antibiotique permet de conserver les clones produisant le plus de protéine. De ce fait, 

la production ne sera jamais équivalente pour les différentes constructions malgré une concentration 

de méthanol inducteur identique. Dix-huit des 28 effecteurs candidats, plus les contrôles, ont été 

clonés. 

Procédure de production des effecteurs RXLR candidat par P. pastoris 

Les effecteurs clonés sont placés sous le contrôle d’un promoteur inductible au méthanol et 

sont fusionnés avec un peptide de sécrétion de levure. La croissance de la levure dans un milieu avec 

du méthanol permettra donc la sécrétion des protéines dans le milieu de culture. Après deux jours de 

croissance dans le milieu sélectif, les levures sont transférées dans un milieu d’induction WM8 

dépourvu de sucre. Le milieu est supplémenté par 5 % de méthanol qui est utilisé par la levure comme 

unique source de sucre, cette caractéristique permet un contrôle de transformation. P. pastoris est 

connue pour secréter un faible nombre de protéine dans le surnageant ; de ce fait, l’effecteur peut 

arriver à constituer jusqu’à 80% des protéines du milieu de culture. Une simple centrifugation permet 

d’obtenir un surnageant de culture enrichie en effecteur. 

Une première validation de l’expression de protéines peut être faite rapidement. La 

fluorescence de la GFP permet de contrôler sous lumière UV le niveau de production et de sécrétion 

des constructions dans le surnageant des milieux de culture. Le surnageant des cellules de levure non 

transformées n’a montré aucune fluorescence au contraire des levures transformées avec les 

constructions GFP et RXLR GFP (motif RXLR de Avr3A fusionné à la GFP) (Figure 36). La production des 

effecteurs candidats et l’absence de clivage de la GFP peut être validée par électrophorèse de 

protéines et coloration au bleu de Coomassie. 

Pour valider la stratégie d’infiltration directe de protéines RXLR, les surnageants de culture de 

levures non-transformées et transformées par pPICZα-GFP ou pPICZα-RXLR-GFP ont été infiltrées dans 

des feuilles de N. benthamiana (Figure 37). Six heures après infiltration, la fluorescence de la GFP a été 

observée par microscopie confocale. L’infiltration du surnageant de levure non transformée n’a pas 

montré de fluorescence (Figure 37, A). Après infiltration de pPICZα-GFP, des signaux ont été observées 
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Figure 36 : Vérifi ca� on de la produc� on de GFP par P. pastoris transformé. Photographies prises 
à 6 jours post induc� on sous lumière bleue. Les cultures qui sont transformées avec le vecteur vide 
pPICZα ne perme� ent pas de voir de fl uorescence contrairement aux cultures qui sont transformées 
par le vecteur vide pPICZα-GFP et la construc� on pPICZα-RXLR-GFP.
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sur les contours des cellules épidermiques (Figure 37, B et C). Des zooms réalisés permettent 

d’observer un dédoublement du signal au niveau des membranes, ce qui laisserait entendre que la GFP 

peut diffuser à travers la paroi (Figure 37, Zoom 1). Des renforcements du signal punctiformes aux 

niveaux des membranes sont visibles et peuvent potentiellement correspondre à des plasmodesmes 

(Figure 37, Zoom 2). De très rares noyaux sont visibles (Figure 37, D). Les tissus foliaires infiltrés par la 

construction pPICZα-RXLR-GFP ont montré une localisation de la fluorescence très similaire à celle 

observée pour pPICZα-GFP, cependant le signal semble plus diffus autour des membranes (Figure 38, 

A et B). La GFP libre a une localisation au noyau et au cytoplasme ; l’absence de signal nucléaire pour 

la GFP avec la construction pPICZα-RXLR-GFP suggère donc que la protéine de fusion ne rentre pas 

dans les cellules végétales. 

Infiltration des effecteurs RXLR candidats purifiés sur des disques de vigne 

Le milieu inducteur utilisé par le Dr Lopez  avait été optimisé pour permettre une infiltration 

foliaire directe des effecteurs chez l’orge et N. benthamiana. Ainsi, une simple centrifugation isole le 

milieu non phyto-toxique concentré en effecteur, ce qui permet de se soustraire à une étape de 

purification. Des tests d’infiltration sous-vide de ce même milieu ont été réalisés sur vigne. Un 

blanchiment et une coloration brune ont été observés sur certaines feuilles sur la semaine qui suit 

l’infiltration (Figure 39). Le milieu semble être phyto-toxique pour les feuilles de vigne. Deux stratégies 

sont possibles pour remédier à ce frein : la première est d’optimiser le milieu pour la vigne ; la seconde 

est de purifier les effecteurs à l’aide des tag myc ou histidine et les resuspendre dans un milieu non 

toxique pour la vigne.  

Finalement, des problèmes non identifiés ont fait que la production des effecteurs n’a pas pu 

être reproduite au laboratoire de Colmar, nécessitant une nouvelle transformation des levures. Dans 

ces circonstances et vu les résultats peu encourageants obtenus pour la fusion RXLR-GFP (Figure 38), 

cette approche a été suspendue. 

  



Figure 37 :  Infiltration d’une 
protéine GFP chez N. bentha-

miana produite chez P. pas-

toris. Une souche de P. pasto-

ris transformée à l’aide d’une 
construction permettant la sé-
crétion d’une protéine GFP est 
cultivée en milieu nutritif 24h 
avant d’être transférée en milieu 
d’induction supplémenté en mé-
thanol pendant 24h. 100 µl de 
surnageant de culture de levure 
est infiltré dans des feuilles de N. 

benthamiana. La fluorescence 
est observée 6 heures après in-
filtration (hpi) par microscopie 
confocale. Pour chaque ligne, 
une image en fluorescence verte 
(GFP) ou rouge (Plastes) et une 
image superposant les fluores-
cences sont montrées. (A) Les 
feuilles de N. benthamiana sont 
infiltrées par le surnagent d’une 
culture de P. pastoris non trans-
formée. (B à D) Les feuilles de N. 

benthamiana sont infiltrées par 
le surnageant d’une culture de 
P. pastoris qui exprime et sécrète 
la GFP. (B et Zoom 1) Le signal 
GFP est dédoublé à l’interface 
entre les cellules épidermiques 
(flèches vides). (C et Zoom 2) 
Des renforcements du signal 
sont visibles entre les cellules 
épidermiques (flèches pleines). 
(D) De rares signaux nucléaires 
sont visibles. Barre d’échelle : 25 
µm.  
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Figure 38 :  Infiltration d’une protéine RXLR-GFP chez N. benthamiana produite chez P. pastoris. 

Une souche de P. pastoris transformée à l’aide d’une construction permettant la sécrétion d’une pro-
téine chimérique RXLR-GFP est cultivée en milieu nutritif 24h avant d’être transférée en milieu d’in-
duction supplémenté en méthanol pendant 24h. 100 µl de surnageant de culture de levure est infiltré 
dans des feuilles de N. benthamiana. La fluorescence est observée 6 heures après infiltration (hpi) par 
microscopie confocale. Pour chaque ligne, une image en fluorescence verte (GFP) ou rouge (Plastes) 
et une image superposant les fluorescences sont montrées. (A et B) Observation des cellules épider-
miques de N. benthamiana infiltrées. Flèches pleines: fluorescence spécifique de la GFP potentielle-
ment intracellulaire. Barre d’échelle : 25 µm. 
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3. Discussion 

 La stratégie de recherche de gènes de résistance par expression transitoire d’effecteurs 

n’a pas permis d’identifier de nouvelles résistances. 

Notre hypothèse de départ était que l’expression transitoire par agroinfiltration d’effecteurs 

de type RXLR sur des plantes de vigne pourrait conduire à l’apparition d’une mort cellulaire de type HR 

que signifierait l’identification d’un nouveau gène de résistance et/ou du gène d’avirulence chez 

l’agent pathogène. Dix-huit effecteurs conservés et exprimés ont été donc utilisés pour cribler des 

espèces résistantes dans le but d’identifier des potentielles résistances durables. En parallèle, ces 

gènes ont été aussi exprimés sur des génotypes de vigne portant des gènes de résistance connus, avec 

le but d’identifier les gènes Avr correspondants. Aucune de ces expériences n’a conduit à 

l’identification d’une mort cellulaire associée à un effecteur. 

Une première explication pour ce résultat serait le nombre d’effecteurs utilisés. Seulement 18 

effecteurs RXLR ont été testés sur 51 effecteurs candidats à fort potentiel, et ces derniers ont été 

sélectionnés à partir d’un total de 256 effecteurs candidats. Ouvrir le crible à un plus grand nombre 

d’effecteurs pourrait nous amener à l’apparition d’une HR incontestable qui validerait notre stratégie. 

Le choix d’effecteurs aurait aussi pu jouer un rôle dans l’échec de la stratégie. La sélection 

d’effecteurs sur la base de leur expression à 48 hpi pourrait correspondre à un temps un peu tardif. 

Choisir des effecteurs exprimés plus tôt dans le cycle infectieux serait une alternative à prendre en 

compte. En effet, les observations microscopiques de tissus de vigne infectés par le mildiou montrent 

la présence d’haustoria à 24 hpi (Diez-Navajas et al., 2008). Par ailleurs, l’expression d’effecteurs RXLR 

de P. viticola dès 6 hpi a été montrée (Mestre et al., 2012; Gómez-Zeledón and Spring, 2018) et 

l’effecteur RXLR de Phytophthora parasitica PSE1, très précocement exprimé, a été montre comme 

jouant un rôle dans la virulence de l’agent pathogène (Evangelisti, 2013). Malheureusement, très peu 

de reads de RNA-Seq ont été obtenus à 24 hpi, nous empêchant d’établir de claires différences 

d’expression entre effecteurs candidats à des temps précoces. Par ailleurs, la sélection d’effecteurs 

conservés peut avoir influencé l’absence de résultats dans la recherche de gènes d’avirulence 

correspondant à des gènes de résistance connus. En effet, la pression de sélection exercée par un gène 

de résistance conduit à une variabilité du gène d’avirulence correspondant, qui peut être détectée 

dans des analyses de génétique de populations en forme de sélection positive. Les gènes très conservés 

utilisés lors de notre crible n’auront pas subi ces forces de sélection. Il est donc peu probable qu’ils 

correspondent à des gènes Avr. L’utilisation de gènes plus variables, idéalement montrant des 

signatures de sélection positive, pourrait être une stratégie plus productive pour la recherche de gènes 

Avr. 



Figure 39 : Le milieu WM8 est responsable de l’appari� on de symptômes nécro� ques sur V. vinifera 
cv. Syrah. La première feuille étalée de vigne cul� vée in vitro est sec� onnée et infi ltrée par du milieu 
WM8. L’infi ltra� on a été réalisée sous vide en trois étapes de deux minutes, (A) en feuilles en� ères et 
(B) en disques. Les photographies ont été réalisées 10 jours après infi ltra� on.

A

B
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Un autre facteur qui pourrait expliquer l’absence de résultats serait que la méthodologie 

d’expression transitoire utilisée ne soit pas adaptée à l’objectif : en effet, le niveau d’expression obtenu 

est limité et nous n’avons pas de couple R/Avr connu pour être utilisé comme témoin et valider notre 

démarche. De plus, l’efficacité de la transformation est variable selon les génotypes, ce qui avait déjà 

été décrit (Santos-Rosa et al., 2008) (Zottini et al., 2008). Un problème supplémentaire réside dans le 

fait que la procédure induit des morts cellulaires. En effet les symptômes de type HR que nous 

recherchons et les brunissements provoqués par l’expérimentation sont difficiles voire impossibles à 

discerner. Sur des plantes très réceptives à la transformation comme V. vinifera cv. Syrah, le nombre 

des ilots nécrotiques en conditions contrôles reste très inférieur au nombre d’ilots qui présentent la 

coloration bordeau en condition VvMyba1. Sur les génotypes plus réfractaires, le nombre d’ilots 

colorés par l’expression de VvMyba1 et nécrosés dans les conditions contrôle sont très proches. Le 

crible est donc opérationnel seulement pour les génotypes qui se transforment facilement. 

L’utilisation d’A. tumefaciens comportait le risque d’observer l’apparition de réactions de 

défense sur des tissus foliaires (Kuta and Tripathi, 2005). En effet cette bactérie est pathogène de 

vigne (Hemstad and Reisch, 1985; Perl et al., 1996; Zheng et al., 2003; Armijo et al., 2016). La 

production de ROS et l’apparition de nécroses a déjà été observé en réponse à A. tumefaciens en 

contact avec des tissus foliaires, des explants et des embryons de vigne (Pu and Goodman, 1992; Deng 

et al., 1995; Perl et al., 1996; Das et al., 2002). Cependant, nos observations de nécroses lors 

d’infiltrations faites avec le tampon de resuspension des bactéries montrent que ce sont 

principalement la manipulation et le tampon utilisé qui seraient en cause des brunissements observés 

au cours de nos expérimentations. L’induction de nécrose par l’adjuvant Silwet L-77® sur des disques 

foliaires de vigne a déjà été décrite (Lizamore and Winefield, 2015). Les auteurs mentionnent 

l’apparition de nécroses à forte concentration de Silwet L-77® (au-dessus de 0.10%(v/v)) ou lorsque le 

temps de contact est prolongé (20 min) et ils préconisent de rechercher un équilibre entre la 

concentration de Silwet L-77® et le temps de traitement selon les génotypes pour des résultats 

optimaux. Nous avons observé l’apparition des nécroses à des concentrations et temps de contact (à 

0.03% (v/v) de Silwet L-77® et 10 min de traitement) considérés comme étant optimaux par (Lizamore 

and Winefield, 2015). Nos tests n’ont cependant pas été réalisés sur les mêmes génotypes de vigne 

que l’équipe Néo-Zélandaise. 

Une solution possible aux problèmes d’induction de mort cellulaire consisterait à changer la 

méthode d’agroinfiltration. Récemment, Brilli et ses collaborateurs ont montré que l’expression 

transitoire de l’effecteur RXLR PVITv1008311 de P. viticola conduit au déclenchement d’une HR foliaire 

chez V. riparia (Brilli et al., 2018). La différence entre leur approche de la nôtre est technique : 

l’agroinfiltration reprend celle détaillée par (Zottini et al., 2008) qui utilise une seringue sans aiguille. 
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Cette infiltration permet de la transformation sur une aire qui se limite à la zone de pression de la 

seringue. La zone est limitée mais reste suffisante pour observer le déclenchement d’un HR. En 

revanche l’apparition de nécrose non spécifique par des dégradations mécaniques arrive souvent via 

cette pratique (Zottini et al., 2008). Toutefois, cet effecteur pourra être utilisé comme contrôle positif 

de notre approche. La première étape sera de reproduire le phénotype observé par (Brilli et al., 2018). 

L’agroinfiltration de V. riparia avec Myba1 n’a pas montré une très grande efficacité de transformation 

sur ce cépage. Cet effecteur permettrait de réaliser une comparaison des deux techniques 

d’agroinfiltration, l’une dépendante du Silwet L-77® et l’autre de l’utilisation de la seringue, sur un 

génotype difficile à transformer. Par ailleurs, d’autres auteurs ont décrit des techniques 

d’agrotransformation foliaire de vigne sur plante entière basée sur la combinaison de l’utilisation d’un 

agent surfactant, des blessures créées par sonication, et de l’infiltration sous vide à haute pression 

(Ben-Amar et al., 2013). Cependant, cette méthode exerce aussi un stress important sur la plante.  

Finalement, d’autres voies sont possibles pour la recherche de gènes R via effectoromique, 

cependant elles font appel à des compétences et des matériels qui ne sont pas disponibles au 

laboratoire. Par exemple, la transformation de cultures cellulaires est potentiellement plus facile que 

celle réalisée au cours de la thèse. Cette approche nécessite cependant la mise en place de cultures 

cellulaires pour chacune des lignées testées et leur maintien en continu au laboratoire, ce qui 

comporte une charge de travail considérable et dont le succès peut être très génotype dépendant. 

Les approches alternatives utilisées pour la recherche de gènes de résistance et de couples 

R/Avr ont aussi des limitations. 

Des approches alternatives ont été abordées pour essayer de contourner le problème du faible 

niveau d’expression transitoire chez la vigne et les nécroses souvent associées à la procédure. 

Une première tentative a consisté à profiter du clonage du gène Rpv1 (Feechan et al., 2013) 

pour le co-exprimer avec les effecteurs chez N. benthamiana, en espérant voir apparaitre une réponse 

d’HR. Ces expériences non seulement pouvaient conduire à l’identification du gène Avr pour Rpv1 mais 

aussi elles pourraient fournir un contrôle positif pour le crible par agroinfiltration chez la vigne. 

Cependant, le criblage d’une trentaine d’effecteurs n’a pas conduit à l’identification de mort cellulaire. 

Comme c’était le cas pour les expériences chez la vigne, cet échec est probablement la conséquence 

du faible nombre d’effecteurs utilisés pour le crible. Il est également envisageable que ce gène de 

résistance ne fonctionne pas normalement chez N. benthamiana, comme il a été montré pour d’autres 

cas d’expression hétérologue (Bent and Mackey, 2007). Cependant, la facilité de réalisation de cette 

expérience nous amène à l’utiliser dans le futur au fur et à mesure que des nouveaux effecteurs seront 

clonés. 
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Expression hétérologue en levure 

Dans une stratégie d’effecteromique, la production des effecteurs par des levures suivie de 

l’infiltration directe de la protéine purifiée est une approche très intéressante pour remplacer 

l’agroinfiltration chez les plantes peu réceptives à la transformation génétique, comme c’est le cas de 

la vigne. La fusion au marqueur GFP et les étiquettes histidine et myc permettent de suivre la 

localisation de la protéine par microscopie à fluorescence ou par immunolocalisation, et aussi de 

rechercher les interactants par co-immunoprécipitation. Cette technique prometteuse nécessite 

cependant des mises au point. Des résultats récents obtenus par l’équipe de l’Université d’Aarhus 

montrent que le tag GFP à tendance à être clivé pour 40% des protéines. Ce clivage peut réduire 

d’autant l’efficacité de la purification dépendant de la GFP. Un autre point à modifier serait l’utilisation 

du méthanol comme inducteur du promoteur AOX1. Le méthanol étant un composé toxique, les 

risques liés à son utilisation pourront être évités en utilisant un promoteur AOX1 rendu inductible au 

glucose-glycérol (Wang et al., 2017a). 

L'infiltration des effecteurs purifiés dans les tissus se fait via les stomates par pression physique 

à l’aide d’une seringue sans aguille ; les protéines infiltrées se retrouvent dans l’apoplasme et 

franchissent facilement les parois cellulaires pour avoir accès aux membranes des cellules ; en effet, 

bien que la paroi constitue une barrière, l’eau et les particules de taille inférieure à 4 nm peuvent 

diffuser à travers (Lodish et al., 2000). Cette approche est donc très efficace pour l’étude des effecteurs 

apoplastiques, qui exercent leur fonction à l’extérieur des cellules, mais elle n’a pas été validée pour 

les effecteurs intracellulaires. Au niveau de la membrane plasmique, l’entrée de protéines est plus 

complexe. Elle peut avoir lieu par des transporteurs actifs et spécifiques ou via la voie d’endocytose, 

mais par cette dernière voie les éléments internalisés restent séparés du cytoplasme par les 

membranes vésiculaires. Au cours de l’infection les agents pathogènes développent des interfaces 

d’échange pour notamment permettre l’internalisation ; ainsi, oomycètes et champignons 

développent des haustoria en contact avec la membrane cellulaire invaginée et différenciée appelée 

EHM (de l’anglais Extra Haustorial Matrix) (Hardham, 2007). Chez les champignons, des hyphes 

différenciés peuvent directement sécréter des effecteurs capables de traverser paroi et membrane 

cellulaire pour atteindre le cytoplasme des cellules de l’hôte. D’après les analyses de séquences des 

effecteurs, les motifs responsables de la translocation se situent dans le domaine N-terminal et 

différents motifs comme RXLR, LFLAK et CHXC chez les oomycètes, RGD chez les toxines de certains 

nécrotrophes, sont supposés impliqués dans ce processus (Schornack et al., 2010; Petre and Kamoun, 

2014). 

Certains auteurs ont proposé que l’entrée des effecteurs RXLR dans la cellule végétale pouvait 

avoir lieu en absence de l’agent pathogène. En effet, le trafic d’effecteurs RXLR couplés à la GFP du 
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compartiment apoplastique au cytoplasme a été observée pour des effecteurs de P. sojae, entre  autre 

Avr1b (Kale et al., 2010; Sun et al., 2013). Cependant, ces travaux ont fait l’objet de controverse dans 

la communauté scientifique, et les mécanismes qui permettent aux agents pathogènes filamenteux 

l’internalisation des effecteurs restent actuellement inconnus et constituent une question 

fondamentale en phytopathologie (Petre and Kamoun, 2014). De plus, dans les expériences décrites 

dans ces travaux l’incubation des protéines a été réalisée au niveau racinaire, et l’absorption par les 

poils racinaires, bien que contrôlée par des transporteurs actifs, reste un mécanisme très sollicité par 

rapport aux cellules de l’épiderme foliaire. Les différences dans la composition et l’organisation des 

membranes des deux organes peuvent être importantes et aussi impliquer une translocation 

différente des effecteurs RXLR. En conséquence, l’approche d’infiltration de protéines purifiées 

présentait le risque que les effecteurs candidats RXLR purifiés infiltrés dans l’apoplasme ne soient pas 

internalisés dans les cellules végétales. 

Les résultats obtenus avec la construction RXLR-GFP, qui conduit à l’expression de la GFP 

fusionnée avec le motif RXLR de Avr3A de P. infestans en N-terminal, semblent confirmer l’absence 

d’internalisation de la protéine, même si ces expériences doivent être répétées. De plus, les travaux 

de Wawra et collaborateurs ont montré qu’un clivage du motif RXLR d’Avr3a par l’oomycète, ainsi 

qu’une acétylation de la protéine clivée, ont lieux avant sa sécrétion, à l’image de ce qui a été décrit 

pour les effecteurs au motif similaire PEXEL chez l’agent du paludisme (Boddey et al., 2010; Hofmann, 

2017; Wawra et al., 2017). Le motif RXLR ne serait alors plus nécessaire à la translocation chez l’hôte 

mais uniquement au cours de la sécrétion par l’agent infectieux. Dans la majorité des études qui se 

basaient sur une expression hétérologue en plante, les effecteurs conservaient le RXLR dans la 

séquence codante. Cette découverte implique de revisiter les recherches précédentes, car le motif 

RXLR ne devrait pas faire partie de la protéine à l’intérieur de la plante en conditions d’infection. Les 

constructions en levure des effecteurs candidats de P. viticola ont été dessinées en conservant le motif 

RXLR, ce qui paradoxalement pourrait être un frein à l’internalisation cellulaire dans le cas où le motif 

se révèle nécessaire à la sécrétion et ne joue pas de rôle dans l’internalisation. Toutes ces observations 

nous ont conduits à arrêter le projet de façon temporaire. 

4. Conclusion 

La stratégie de recherche de gènes de résistance et de couples R/Avr à l’aide de l’expression 

transitoire d’effecteurs candidats n’a pas conduit à des résultats positifs. Le faible nombre d’effecteurs 

utilisés est probablement la raison principale de cet échec. De plus, le faible niveau d’expression 

obtenu avec la méthodologie utilisée, le bruit de fond, la variabilité d’expression entre génotypes et 

l’absence d’un contrôle positif de nature R/Avr, compliquent l’interprétation des résultats. Des 
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méthodes alternatives, comme l’infiltration directe dans les feuilles de protéines purifiées suite à leur 

expression en levure, ont été essayées mais il semblerait que cette méthode ne permette pas 

l’internalisation des effecteurs dans les cellules végétales.  

Toutes ces circonstances nous ont amené à mettre de côté cette approche dans le cadre de la 

thèse, au profit d’une étude fonctionnelle des effecteurs de P. viticola, étude qui sera décrite dans les 

prochains chapitres. 
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En parallèle à l’utilisation des effecteurs de P. viticola pour l’identification de gènes 

d’avirulence et la recherche de résistances durables chez la vigne, une analyse fonctionnelle des 

effecteurs de P. viticola a été démarrée au cours de cette thèse. Il existe trois stratégies pour étudier 

la fonction d’un effecteur d’un organisme phytopathogène. La première est d’inactiver son expression 

dans le microorganisme. La seconde est de sur-exprimer le gène à l’aide d’un promoteur fort. La 

dernière est d’exprimer ce gène dans la plante hôte. Aucune de ces approches n’est facile à mettre en 

place pour le modèle P. viticola-V. vinifera. En conséquence, nous avons choisi d’exprimer des 

effecteurs de P. viticola dans des plantes modèles aisément transformables transitoirement : N. 

benthamiana (Bashandy et al., 2015; Leuzinger et al., 2013; Sheludko et al., 2007), N. tabacum 

(Sparkes et al., 2006) et N. occidentalis. Travailler sur des Nicotiana est une approche courante dans 

l’étude des interaction plantes-pathogène (Goodin et al., 2008). Il sera néanmoins nécessaire de 

valider tous les résultats obtenus sur la plante hôte elle-même avant de valider le rôle de l’effecteur 

dans l’interaction vigne-mildiou. 

Ce chapitre décrit le criblage phénotypique d’effecteurs de la famille RXLR et l’analyse 

fonctionnelle préliminaire de l’un d’entre eux, nommé Pv44. La progression rapide de nos concurrents 

dans l’étude des effecteurs de type RXLR nous a convaincu de mettre en pause l’étude de cette famille 

dans le cadre de la thèse pour nous concentrer sur l’étude des effecteurs à motif WY et plus 

particulièrement sur deux effecteurs potentiels dont l‘expression transitoire in planta donnait lieu à 

un phénotype : Pv33 et Pv47. Ces résultats seront présentés dans les chapitres 3 et 4. 

1. Étude fonctionnelle des effecteurs RXLR de P. viticola 

1.1 Criblage des effecteurs RXLR sur N. benthamiana 

Les effecteurs des organismes phytopathogènes ont pour fonction de modifier le métabolisme 

de la plante hôte pour favoriser l’infection. Une modification essentielle pour la réussite de l’infection 

est la suppression de défenses végétales. En effet, plusieurs effecteurs de différents organismes 

phytopathogènes (oomycètes, champignons, bactéries) suppriment les défenses de la plante (Göhre 

and Robatzek, 2008). J’ai donc étudié la capacité des effecteurs RXLR de P. viticola à supprimer les 

défenses végétales. Parallèlement, j’ai aussi évalué la capacité de ces effecteurs à induire des réponses 

immunitaires chez la plante, ce qui a été décrit pour plusieurs effecteurs RXLR chez P. viticola (Liu et 

al., 2018b; Xiang et al., 2016, 2017). 



Figure 40 : Évaluation de l’effet des effecteurs RXLR de P. viticola sur N. benthamiana 
et N. tabacum. Agroinfiltration de constructions permettant l’expression transitoire 
des effecteurs candidats RXLR sans leur peptide signal dans des feuilles de N. 

benthamiana et de N. tabacum. L’élicitine INF1 est utilisée comme contrôle positif 
d’un déclenchement de HR. Les photographies des feuilles face supérieure ont été 
réalisées 5 jours après agroinfiltration. Les expériences ont été répétées 3 fois sur 6 
plantes. 
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Figure 41 : Évaluation de la capacité de suppression de la HR de INF1 par les effecteurs RXLR 
candidats de P. viticola.  Agroinfiltration de constructions permettant l’expression transitoire des 
effecteurs candidats RXLR sans leur peptide signal dans des feuilles de N. benthamiana suivie 24h après 
par l’agroinfiltration de INF1. Avr3a est utilisé comme contrôle positif d’un blocage de la mort cellulaire 
et GUS comme contrôle négatif. Les photographies ont été réalisées 5 jours après agroinfiltration. Les 
expériences ont été répétées 3 fois sur 10 plantes.
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1.1.1 Évaluation de la capacité des effecteurs RXLR d’induire la mort cellulaire 

chez N. benthamiana 

La capacité des effecteurs RXLR candidats de P. viticola à provoquer une mort cellulaire 

végétale a été évaluée. Chacun des effecteurs décrits dans le Chapitre 1 a été exprimé transitoirement 

par agroinfiltration sur feuilles de N. benthamiana (Figure 40). Les effecteurs ont été clonés sans leur 

peptide signal pour assurer leur expression dans la cellule végétale. Les symptômes ont été observés 

entre 4 et 6 jours après l’agroinfiltration. Contrairement au contrôle positif INF1 aucune nécrose n’est 

détectée sur les tissus agroinfiltrés. Parmi les 18 effecteurs testés, aucun effecteur n’a déclenché de 

mort cellulaire chez N. benthamiana et N. tabacum.  

1.1.2 Évaluation de la capacité de suppression de défenses des effecteurs RXLR  

La suppression de mécanismes de défense par des effecteurs de type RXLR a déjà été décrite 

de nombreuses fois pour plusieurs pathosystèmes. L’étude de la capacité d’inhiber la HR déclenchée 

après la reconnaissance du PAMP INF1 de l’oomycète Phytophthora infestans permet un criblage 

rapide et facile de la suppression des défenses de la plante. La capacité de suppression de la HR induite 

par INF1 a été testée pour chacun des effecteurs candidats. L’effecteur RXLR de P. infestans AVR3a qui 

est capable de bloquer la HR déclenchée par INF1 (Bos et al., 2006) a été utilisé comme témoin positif. 

Les constructions ont été agroinfiltrées séquentiellement au cours de l’expérimentation : en premier 

lieu l’effecteur puis INF1 vingt-quatre heures plus tard (afin de s’assurer que l’expression de l’effecteur 

précède celle de l’élicitine) (Figure 41). Pour 17 effecteurs étudiés, la nécrose induite par INF1 est 

toujours présente (Figure 41, A). En présence de Pv44, la proportion de tissus nécrosés est plus faible 

(Figure 41, B). Pv44 réduit la HR induite par INF1.  

1.2  Analyse fonctionnelle de l’effecteur Pv44 de P. viticola. 

Suite aux résultats du criblage, les mécanismes d’action de Pv44 sont étudiés. La recherche de 

la localisation subcellulaire et l’effet sur le développement de différents agents pathogènes chez N. 

benthamiana initient la caractérisation fonctionnelle de l’effecteur Pv44. 

1.2.1 Validation du phénotype de suppression de mort cellulaire. 

Avant d’approfondir les recherches, des expériences supplémentaires ont été réalisées pour 

valider le phénotype de suppression de mort cellulaire de Pv44. Étant donné l’effet de Pv44 sur la HR 

induite par INF1, un contrôle de la bonne transformation par INF1 a été effectué. En effet il est 
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envisageable que Pv44 inhibe le transfert de l’ADNt et que l’absence de mort cellulaire observée soit 

causée par l’absence d’expression d’INF1. Pour le vérifier, l’agroinfiltration de l’effecteur a été suivie 

par celle du gène marqueur GFP (Green Fluorescence Protein) (Figure 42). Si l’effecteur causait une 

inhibition de la transformation par Agrobacterium, on devrait observer un signal GFP diminué ; en cas 

contraire, un signal GFP inchangé. De façon surprenante le signal est augmenté en présence de Pv44 

et également d’AVR3a. Le test de suppression par Pv44 de la mort cellulaire déclenchée par INF1 est 

donc validé. 

Lors des différentes expériences d’agroinfiltration de Pv44 sur N. benthamiana, des lésions ont 

pu apparaître transitoirement sur les tissus transformés (Figure 43, A). Ces lésions sont visibles 

uniquement sur la face inférieure des feuilles. L’observation des patchs sous lumière bleue à 5 jpa a 

conduit à la détection d’un signal (Figure 43, B) qui pourrait correspondre à la production de 

phytoalexines (Langcake and Pryce, 1976). Ces symptômes apparaissent de façon très sporadique 

entre chaque répétition et pourraient expliquer en partie l’augmentation de la fluorescence observée 

lors de l’infiltration séquentielle de Pv44 et GFP. 

1.2.2 Localisation cellulaire de Pv44 chez N. benthamiana 

La localisation subcellulaire de Pv44 chez N. benthamiana été recherchée. Pour connaître le 

compartiment cellulaire d’adressage de Pv44, sa séquence sans peptide signal (44∆sp) a été fusionnée 

à la GFP pour obtenir la construction 44∆sp-GFP (Figure 44). La GFP libre, qui est localisée dans le 

cytoplasme et le noyau, a été utilisée comme contrôle (Figure 44, A). Les observations microscopiques 

révèlent que le signal de 44∆sp-GFP s’accumule majoritairement dans le cytoplasme avec un faible 

signal dans le noyau, moitié moins important que celui de GFP (Figure 44, B et C). D’après ces 

observations il est probable que la localisation majoritaire de Pv44 soit le cytoplasme et qu’une 

diffusion de l’effecteur dans le noyau, ou un clivage de la GFP, soient responsables de la faible 

localisation nucléaire. En complément de ces observations, des points de 0.5 à 1 µm marqués à la GFP 

et non marqués ont été aussi observés (Figure 44, D). 

1.2.3 Étude de l’effet de l’expression de Pv44 sur les défenses de la plante 

La suppression des défenses par un effecteur impliquerait que les plantes exprimant cet 

effecteur soient plus sensibles à des agents pathogènes. Au cours de la thèse, j’ai eu l’occasion de 

tester l’effet de l’expression de Pv44 sur les défenses de la plante à l’aide de cinq agents pathogènes 

aux stratégies d’infection diverses : les oomycètes P. viticola et P. parasitica respectivement biotrophe 

et hémibiotrophe, le virus X de la pomme de terre (PVX) et le champignon nécrotrophe Botrytis 

cinerea. Il faut noter qu’il s’agit de recherche exploratoire, très fréquemment les résultats qui n’ont 



Figure 42 : Vérifi ca� on du succès de l’agroiniltra� on de GFP après Pv44. Agroinfi ltra� on d’une 
construc� on perme� ant l’expression transitoire de 44∆sp  dans des feuilles de N. benthamiana suivi 
24h après par l’agroinfi ltra� on de GFP. Les photographies ont été réalisées 4 jours après agroinfi ltra� on 
sous lumière bleue. L’intensité lumineuse des patchs a été mesurée par ImageJ. Les expériences ont 
été répétées sur 10 plantes. Les résultats ont été obtenus sur un réplicat représenta� f parmi trois. La 
normalité a été vérifi ée par le test de Shapiro-Wilk avant analyse à l’aide d’un test T de Student apparié. 
Les diff érences signifi ca� ves sont indiquées par un astérisque (P-value ≤ 0.05) ou trois astérisques (≤ 
0.001).
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Figure 43 : Pv44 induit des lésions sur N. benthamiana et la produc� on de phytoalexines.  Symptômes 
observés sur la face inférieure des feuilles de N. benthamiana après agroinfi ltra� on d’une construc� on 
perme� ant l’expression transitoire de Pv44 sans son pep� de signal (44∆sp). Les photographies ont été 
réalisées 5 jours après agroinfi ltra� on (A) sous lumière blanche et (B) sous lumière bleue. L’élici� ne 
Inf1 est u� lisée comme contrôle posi� f. Les expériences ont été répétées 3 fois sur 6 plantes.
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Figure 44 : Localisation de Pv44 dans le cytoplasme et les noyaux de N. benthamiana. Agro-
infiltration d’une construction permettant l’expression transitoire de 44∆sp-GFP et de GFP (utilisée 
comme témoin) dans des feuilles de N. benthamiana. Les photographies ont été réalisées 2 jours 
après agroinfiltration au microscope confocal. (A) Photographie d’une cellule qui exprime GFP. (B 

et C) Photographies de deux cellules différentes qui expriment 44∆sp-GFP. (D) Zoom du cytoplasme 
d’une cellule qui exprime 44∆sp-GFP. Pour chaque ligne, une image en fluorescence verte (mGFP ou  
44∆sp-GFP) ou rouge (plastes), une image en contraste interférentiel différentiel (DIC) et une image 
superposant la fluorescence et le DIC sont montrées. Barre d’échelle : 15 μm.
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pas donné lieu à des effets marqués au premier test n’ont pas été réitérés. L’ensemble des tests 

phytopathologiques dans cette thèse répond au même schéma expérimental : l’effecteur (ici en 

l’occurrence, Pv44) ou le gène rapporteur GUS, utilisé comme témoin, est exprimé transitoirement en 

feuilles et l’agent pathogène est inoculé le jour où le transgène s’exprime au maximum, c’est-à-dire 

deux jours après l’agroinfiltration (Figure 45). La progression de l’agent pathogène est observée à la 

fin du cycle d’infection ; elle est notée par des symptômes de chloroses, de nécroses foliaires ou par la 

densité de l’agent pathogène. Les résultats sont ensuite comparés à ceux du témoin GUS. 

Effet de l’expression de Pv44 sur l’infection par Plasmopara viticola 

L’implication de l’effecteur Pv44 dans l’infection par P. viticola a été vérifiée. Pour cela 

l’effecteur est exprimé transitoirement sur disques de vigne selon les techniques détaillées au Chapitre 

1. Les symptômes de sporulation sont évalués suivant une échelle de sporulation (Figure 46, A). Il 

existe une échelle (de 1, très faible résistance, à 9, très élevée) utilisée au laboratoire. Elle est inspirée 

du code 452 mis en place par l’organisation Internationale de la Vigne et du Vin (OIV) (OIV, 2009), qui 

tient compte du recouvrement de la sporulation sur le disque et l’apparition de points nécrotiques de 

type HR. Cependant, elle ne convient pas à un test sur disques transformés transitoirement, car cette 

manipulation laisse souvent apparaitre des nécroses indissociables d’une HR. L’échelle utilisée est 

donc une version simplifiée qui prend en compte uniquement le niveau de sporulation des disques. 

Les tests phytopathologiques sont réalisés sur des vignes résistantes V. cordifolia, V. lincecumii, 

V. riparia, V. rupestris ; une vigne sensible, V. vinifera cv. Syrah, et des vignes issues de populations de 

ségrégation où des individus sont porteurs des gènes de résistance Rpv1, Rpv2 et Rpv3 (Figure 46, B). 

Trois contrôles négatifs d’agroinfiltration sont utilisés : le tampon seul et des transformations par les 

marqueurs GUS et le facteur de transcription d’anthocyanes Myba1. La sporulation observée est 

identique entre les trois conditions contrôles (Tampon, GUS et Myba1) sur les vignes avec un fort 

niveau de résistance V. cordifolia, V. lincecumii, V. riparia et V. rupestris. Sur les vignes sensibles, 

V. vinifera cv. Syrah ou celles issues de croisements, le niveau de résistance entre les conditions 

contrôles (GUS, Myba1 et Tampon) est variable et est à prendre en compte pour l’estimation de l’effet 

de Pv44. Le niveau de sporulation sur chaque génotype de vigne après expression transitoire de 44∆sp 

a été évalué (Figure 47). L’observation de la sporulation sur les disques qui expriment 44∆sp et GUS a 

montré une variabilité similaire à celle des contrôles. Dans ces conditions expérimentales, Pv44 seul 

ne semble pas perturber la sporulation de P. viticola. Cependant il faut noter que la totalité du disque 

n’exprime pas le transgène mais uniquement quelques ilots cellulaires épars. Ce faible niveau de 

transformation peut altérer l’effet estimé de Pv44 sur l’infection de P. viticola. Pour remédier à cette 
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Figure 45 :  Processus expérimental u� lisé pour les tests phytopathologiques.  
Agroinfi ltra� on de construc� ons perme� ant l’expression transitoire des eff ecteurs candidats RXLR 
sans leur pep� de signal dans des feuilles des plantes hôtes suivie 48h après par l’inocula� on de 
l’agent pathogène. Les observa� ons des symptômes sont réalisées en fi n de cycle d’infec� on. Les 
expérimenta� ons sont réalisées sur plante en� ère, sur feuilles sec� onnées ou sur disques foliaires.
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Figure 46  :  Échelle de sporula� on et contrôle u� lisé dans les tests phytopathologiques sur disques de vigne transformés
Des disques de vigne sont transformés transitoirement par agroinfi ltra� on des construc� ons GUS et Myba puis inoculés 48 hpa par une suspension de spo-
ranges de P. vi� cola à 2.105 sp/ml. (A) A 6 jpi les disques sont photographiés et les symptômes sont es� més visuellement selon quatre niveaux : non sporulant 
(vert foncé), sporula� on légère (vert clair), sporula� on moyenne (gris), sporula� on forte (noir). (B) Les propor� ons de chaque symptôme par condi� on sont 
représentés sous forme d’histogramme. Huit disques issus de plantes diff érentes ont été u� lisés par construc� on. CS : Cabernet Sauvignon.
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Figure 47  :  L’expression transitoire de Pv44 ne semble pas perturber l’infec� on de P. vi� cola.
Des disques de vigne sont transformés transitoirement par agroinfi ltra� on des construc� ons 44∆sp et GUS, puis ino-
culés 48 hpa par une suspension de sporanges de P. vi� cola à 2.105 sp/ml.  (A) A 6 jpi les disques sont photographiés et 
les symptômes sont es� més visuellement selon quatre niveaux : non sporulant (vert foncé), sporula� on légère (vert 
clair), sporula� on moyenne (gris), sporula� on forte (noir). (B) Les propor� ons de chaque symptôme par condi� on 
sont représentés sous forme d’histogramme. 8 disques issus de plantes diff érentes ont été u� lisés par construc� on.

Sporula� on forte

Sans sporula� on

Sporula� on moyenne
Sporula� on légère

B

A

100 %

60 %

20 %

[(V. vinifera x 
M.rotundifolia cv. 

G52) x V. vinifera] x
V. vinifera cv. Syrah

Résistant 
(Rpv1)

(V. vinifera x 
M. rotundifolia cv. 

Trayshed) x 
V. vinifera cv. CS

Sensible Résistant 
(Rpv2)

Résistant  
(Rpv3)

Résistant 
(Rpv3)                                                                                                                      

V. vinifera cv. Chardonnay X cv. Bianca

Sensible Sensible Sensible



Chapitre 2 : Caractérisation fonctionnelle d’effecteurs RXLR candidats 
 

83 
 

difficulté, les tests phytopathologiques qui suivent ont été réalisés sur le modèle N. benthamiana facile 

à transformer transitoirement. 

Effet de l’expression de Pv44 sur l’infection par Phytophthora parasitica 

L’effet de Pv44 face à un agent pathogène de la même classe que P. viticola, l’oomycète hémi-

biotrophe Phytophthora parasitica, a été étudié chez N. benthamiana. P. parasitica est un agent 

pathogène racinaire, mais en condition forcée il peut infecter les parties foliaires d’une plante hôte. Le 

test a été effectué trois fois sur des lots différents de plantes. Pour les deux premiers lots, les spores 

de l’agent pathogène ont été infiltrées sur la totalité de la feuille transformée. Dans ce cas, les feuilles 

qui expriment GUS ou 44∆sp présentent les mêmes symptômes (données non présentées). Pour le 

troisième lot, les spores du pathogène ont été infiltrées sur une petite aire et l’expansion de l’agent 

pathogène dans le reste du tissu foliaire a été mesurée (Figure 48). Les aires d’infections de l’oomycète 

observées lors de ces expériences sont identiques entre les deux conditions. L’expression transitoire 

de Pv44 n’affecte pas le développement de l’infection de cet agent pathogène sur N. benthamiana. 

Effet de l’expression de Pv44 sur l’infection par Botrytis cinerea 

Pour évaluer l’effet de Pv44 sur l’infection par un agent pathogène avec un mode de vie 

différent, j’ai utilisé le champignon nécrotrophe Botrytis cinerea, qui infecte aisément les feuilles de N. 

benthamiana. Les spores de l’agent pathogène sont déposées sous forme de gouttes sur la surface des 

feuilles détachées et les aires d’expansion sont mesurées quatre jours plus tard (Figure 49). Cette aire 

est aisément distinguable par une forte nécrose brun clair sur les feuilles et est mesurée à l’aide du 

logiciel ImageJ. Nos résultats montrent que les aires sur les tissus qui expriment GUS ou Pv44 ne 

présentent aucune différence significative entre les deux conditions. La présence de Pv44 n’impacte 

pas le développement de l’agent pathogène sur cet hôte. 

Effet de l’expression de Pv44 sur l’infection par le virus X de la pomme de terre (PVX) 

Finalement, j’ai étudié l’effet de Pv44 sur l’infection de N. benthamiana par le virus X de la 

pomme de terre (PVX). Les symptômes provoqués par son infection ne sont pas très marqués : une 

mosaïque chlorotique légère apparait sur les feuilles. En conséquence, une version fusionnée à la GFP 

a été utilisée pour suivre facilement l’infection de PVX (Baulcombe et al., 1995). Le virus est inoculé 

par agroinfiltration et dix jours après l’agroinfiltration la progression du virus est suivie sous UV (Figure 

50. A). La dispersion du virus est inchangée entre les plantes qui expriment GUS et Pv44 (Figure 50. B). 

L’effecteur semble n’avoir aucun impact sur l’expansion du virus.  
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Figure 48 : Pv44 ne contribue pas à l’infec� on de 
P. parasi� ca.   
N. benthamiana a été infi ltré par 50 μL de spores de 
P. parasi� ca à une concentra� on de 1 sp/ml, deux 
jours après agroinfi ltra� on avec des construc� ons 
perme� ant l’expression de 44∆sp ou GUS (n=14). 
Les symptômes ont été pris en photographie à 5 
jours après inocula� on. La surface des feuilles, 
l’aire d’infec� on et l’aire du patch d’inocula� on 
des spores de P. parasi� ca ont été mesurées à 
l’aide du logiciel ImageJ. La moyenne des ra� os 
des aires d’infec� on sur la surface totale de la 
feuille est représentée sous forme d’histogramme. 
L’analyse sta� s� que a été réalisée à l’aide d’un test 
de Wilcoxon-Mann & Whitney.
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Figure 49 : Évalua� on de la sensibilité de N. benthamiana à Botry� s cinerea après expression de 
Pv44. Les feuilles N. benthamiana sont agroinfi ltrées avec des construc� ons perme� ant l’expression 
transitoire de GUS sur la par� e gauche des feuilles et de 44∆sp sur la par� e droite. 2 jours après 
l’agroinfi ltra� on, 5 μL de spores de B. cinerea à 5.105 sp/ml sont déposés sur chaque côté de la feuille 
détachée. (A) Photographie des symptômes d’infec� on représenta� fs et (B) représenta� on des aires 
de lésions causées par B. cinerea mesurées à 4 jpi. La normalité a été vérifi ée par le test de Shapiro-
Wilk et les données ont été analysées par un test de Wilcoxon apparié. L’expérimenta� on a été réalisée 
sur trois réplicats dis� ncts dans le temps (n1 = 11 ; n2 = 4 ; n3 = 11).
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2. Discussion 

Le criblage de 18 effecteurs candidats pour l’induction de mort cellulaire et la suppression de 

défenses chez N. benthamiana a conduit à l’identification d’un gène, Pv44 qui supprime la mort 

cellulaire induite par INF1 et occasionnellement provoque des nécroses et la production de 

phytoalexines chez la plante. Cependant, l’expression de cette protéine, qui a une localisation 

majoritairement cytoplasmique, ne semble pas avoir un effet sur les défenses de la plante contre 

différents agents pathogènes. 

Pv44 induit occasionnellement la mort cellulaire chez N. benthamiana 

Les effecteurs RXLR identifiés dans le génome de P. viticola ont été exprimés chez N. 

benthamiana avec le but d’identifier des gènes induisant une réponse de mort cellulaire. Des 18 

effecteurs testés, seul Pv44 induisait des lésions tissulaires, lésions faibles qui apparaissent de façon 

sporadique et uniquement sur la face inférieure des feuilles. Leur apparition peut dépendre de l’état 

développemental ou du niveau de stress, biotique ou abiotique, subi par la plante au cours des 

manipulations. Par exemple, les plantes sont déplacées de la serre aux chambres confinées L2 

quelques heures avant l’agroinfiltration ; la température extérieure lors du transfert pourrait avoir un 

effet sur le résultat des expériences.  

Les lésions sont accompagnées d’une production de phytoalexines, une observation qui laisse 

penser que Pv44 est détecté par N. benthamiana et induit le déclenchement de défenses végétales. 

Cette détection peut être directe ou indirecte. La reconnaissance directe de l’effecteur nécessite un 

gène de résistance correspondant. La reconnaissance indirecte dépend des perturbations exercées par 

cet effecteur sur le métabolisme cellulaire. La distance phylogénétique entre la vigne, hôte de P. 

viticola, et N. benthamiana une Solanacée, me fait privilégier l’hypothèse d’une reconnaissance 

indirecte. Des analyses métabolomiques permettraient d’identifier la ou les voies perturbées par Pv44, 

des analyses qui pourraient se complémenter avec une recherche d’interactant par 

immunoprécipitation. En prenant en compte la localisation intracellulaire de Pv44, l’effecteur pourrait 

cibler une protéine libre dans le cytoplasme, perturbant son bon fonctionnement au point de conduire 

au déclenchement d’une mort cellulaire programmée. 

Pv44 supprime la HR induite par INF1 

Parmi les 18 effecteurs candidats, seul Pv44 s’est montré capable de supprimer partiellement 

la HR déclenchée par INF1. Six de ces 18 effecteurs ont été étudiés par une équipe dirigé par le Prof. 

Jiang Lu: Pv63, appelé PvRXLR11 par l’équipe, Pv52 (PvRXLR13), Pv58 (PvRXLR17), Pv67 (PvRXLR20), 
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Figure 50 : L’expression de 44∆sp n’interfère pas avec l’infecƟ on de PVX. (A) Agroinfi ltraƟ on de 

l’eff ecteur candidat Pv44, sans son pepƟ de signal (44∆sp) sur deux feuilles enƟ ères de N. benthamiana 
suivi de l’agroinfi ltraƟ on d’un patch de PVX-GFP à 2 jpa. L’agroinfi ltraƟ on de GUS a été uƟ lisée comme 

contrôle négaƟ f. (B) Les feuilles agroinfi ltrées et les plantes enƟ ères ont été photographiées sous 

lumière UV. Le test a été réalisé sur 4 plantes par condiƟ on. 
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Pv65 (PvRXLR30), Pv57 (PvRXLR41), Pv62 (PvRXLR9) (Liu et al., 2018b; Xiang et al., 2016). 

Étonnamment, ils observent une suppression de la HR pour chacun d’entre eux. Deux grandes 

différences distinguent les expérimentations présentées par l’équipe du Prof. Jiang Lu et celles 

réalisées au cours de la thèse. La première est l’intervalle de temps qui sépare les agroinfiltrations ; 

dans leurs conditions, INF1 est exprimé 12h après les effecteurs, contre 24h pour les expérimentations 

décrites dans ce manuscrit. La seconde concerne les plasmides utilisés pour les constructions ; dans 

les expériences menées par l’équipe du Prof. Jiang Lu, le même type de plasmide permet l’expression 

de l’effecteur et de INF1, tandis que dans nos conditions les effecteurs et INF1 sont clonés dans des 

plasmides binaires différents. Le risque dans l’utilisation consécutive du même vecteur viral c’est un 

phénomène d’exclusion lors de la seconde agroinfiltration. En effet, il a été décrit que lorsque deux 

constructions exprimant des protéines fluorescentes différentes clonées dans le même vecteur viral 

sont exprimées ensemble, les deux protéines fluorescentes ne se retrouvent jamais sur la même cellule 

(Dietrich and Maiss, 2003; Giritch et al., 2006). Dans le cadre de nos expériences, cette exclusion 

conduirait à une absence d’expression d’INF1 et en conséquence une absence de mort cellulaire. Les 

recherches de l’équipe du Pr Jiang utilisent comme contrôle négatif l’expression de la GFP, mais le 

plasmide utilisé pour ce contrôle n’est pas précisé.  

Compréhension de l’effet de Pv44 sur l’induction de mort cellulaire et l’infection par des 

agents pathogènes. 

L‘expression de Pv44 supprime la mort cellulaire induite par INF1. Pour valider le phénomène 

de suppression de mort cellulaire et dans l’hypothèse qu’une succession d’agroinfiltrations pourrait 

inhiber l’expression d’INF1, le gène marqueur GFP a été utilisé pour suivre l’expression d’un transgène 

en présence de Pv44. De façon surprenante une augmentation du signal du transgène fluorescent a 

été observée. Trois hypothèses peuvent expliquer cette augmentation : 

La première serait que Pv44 bloque les défenses végétales et facilite une deuxième 

transformation par A. tumefaciens, une hypothèse plausible au vu de sa capacité à stopper la HR. 

Cependant, les tests phytopathologiques réalisés en présence de Pv44 n’ont pas présenté de variation 

dans le développement des agents pathogènes, notamment suite à l’infiltration d’A. tumefaciens 

porteuse de la séquence de PVX. La capacité de Pv44 à bloquer les défenses ne semble pas être 

suffisante pour améliorer l’infection des bioagresseurs. L’hypothèse selon laquelle la transformation 

par A. tumefaciens serait plus efficace en présence de cet effecteur ne semble pas être la bonne. 

La deuxième hypothèse serait que Pv44 supprime le silencing du transgène GFP, augmentant 

son expression. Le silencing des ARNm est un mécanisme de régulation de l’expression des gènes dans 

les cellules eucaryotes à l’aide de petits ARN. Il est assuré par un complexe protéique qui utilise des 
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petits ARN de 20 à 30 nucléotides pour réprimer l’expression de certains gènes cibles. Le silencing 

étant aussi un mécanisme de défense contre les virus, ces derniers ont développé des suppresseurs de 

silencing comme stratégie de contre-défense (Moissiard and Voinnet, 2004). Cette capacité de 

suppresseur de silencing a également été observée chez les effecteurs RXLR de P. sojae PSR1 et PSR2, 

qui bloquent des mécanismes de silencing et augmentent ainsi sa virulence (Qiao et al., 2013). PSR1 

cible PINP1, une protéine nucléaire dont l’absence perturbe le bon assemblage des complexes 

impliqués dans la production de petits ARNs endogènes en tige boucle, les ARNmi (Qiao et al., 2015). 

Pour répondre à cette question, j’ai observé par Northern-Blot les quantités de petits ARNs et d’ARNm 

de GFP suite à l’expression de Pv44. Cette expérience, réalisée une seule fois, n’a pas été concluante 

mais l’expression de Pv44 ne semblait pas avoir un grand effet sur la quantité des petit ARNs et d’ARNm 

de GFP. Des expériences additionnelles permettront de valider ou mettre à l’écart un éventuel rôle de 

la suppression du gène silencing dans l’augmentation du signal GFP. 

La troisième hypothèse serait que les signaux mesurés ne proviennent pas exclusivement de 

la GFP. En effet, certains composés aromatiques produits par N. benthamiana, comme les 

phytoalexines, fluorescent aux mêmes longueurs d’onde que la GFP. En accord avec cette hypothèse, 

Pv44 induit une mort cellulaire faible accompagnée de la production de phytoalexines. Par ailleurs, 

cette hypothèse pourrait réconcilier la suppression de la mort cellulaire d’INF1 avec l’absence d’effet 

sur le développement des différents agents pathogènes utilisés ; la réponse immune induite par Pv44 

pourrait contrecarrer la suppression de défenses, résultant en absence d’effet sur l’infection. L’origine 

de l’augmentation du signal GFP semble donc provenir vraisemblablement de l’addition de la 

fluorescence des phytoalexines. Des expériences de Western-blot permettraient de valider que la 

quantité de GFP exprimée suite à l’expression de Pv44 est la même que dans le contrôle. 

Pv44 localise majoritairement dans le cytoplasme 

La protéine Pv44 fusionnée à la GFP est détectée dans le cytoplasme mais aussi légèrement 

dans le noyau. Le nucléole lui n’a pas été marqué. Ce type de localisation est fréquente pour les 

effecteurs RXLR : l’équipe du Pr. Jiang Lu travaillant sur P. viticola a montré que 22 des 23 effecteurs 

étudiés s’accumulent dans le noyau et 16 d’entre eux se retrouvent également dans le cytoplasme 

(Xiang et al., 2016). Chez H. arabidopsidis, 33% des effecteurs RXLR ont présenté une localisation 

nucléaire et cytoplasmique (Caillaud et al., 2012). Dans la même étude, seuls 6% des effecteurs se 

situent uniquement dans le cytoplasme. Curieusement le signal nucléaire de Pv44-GFP est faible par 

rapport au signal cytoplasmique. La présence dans le noyau peut avoir de nombreuses explications :  

 Un clivage partiel de la GFP aurait lieu, provoquant la diffusion de la GFP libre vers le noyau. 
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 La petite taille moléculaire de Pv44 (230 aa) n’empêcherait pas complètement la diffusion 

habituelle de la GFP vers le noyau. 

 La (ou les) cible(s) moléculaires de Pv44 seraient cytoplasmiques et nucléaires. 

 La cible de Pv44 serait uniquement cytoplasmique, mais dans les conditions 

expérimentales l’effecteur tagué est exprimé en quantité excédentaire par rapport au 

nombre de cibles et l’excès pourrait diffuser vers le noyau. 

L’utilisation de constructions avec des promoteurs moins puissants que le 35S, accompagnée de 

Western-blots, aiderait à comprendre la nature de la faible localisation nucléaire de Pv44. 

3. Conclusion 

Dans ce chapitre nous avons montré que parmi les effecteurs RXLR candidats de P. viticola 

étudiés, Pv44 induit des réponses immunitaires observables macroscopiquement de façon sporadique 

en forme de nécroses sur la face inférieure des feuilles, et la production de phytoalexines. Cet 

effecteur, localisé dans le cytoplasme et légèrement dans le noyau, est également capable de 

supprimer la HR induite par INF1, une suppression des défenses végétales qui n’est pas suffisante pour 

moduler l’infection de différents agents pathogènes. 

Ces données obtenues sur N. benthamiana n’ont pour l’instant pas été reportées sur la vigne. 

Étant donné que la vigne ainsi que P. viticola sont difficiles à transformer génétiquement, il est 

nécessaire de continuer la caractérisation de Pv44 sur des plantes modèles. 

Cependant, la caractérisation de Pv44 n’a pas été poursuivie, car au cours de la thèse de 

nombreux travaux sur les effecteurs RXLR de P. viticola ont été publiés par l’équipe du Pr. Jiang Lu (Yin 

et al., 2015; Li et al., 2015b; Xiang et al., 2016; Yin et al., 2017; Xiang et al., 2017; Liu et al., 2018b). 

Un risque non négligeable existait que cette équipe ait identifié Pv44 et ait commencé son étude. Je 

me suis donc concentrée sur l’étude de protéines sécrétées contenant un domaine WY de P. viticola, 

décrite dans la suite de ce manuscrit. 
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1. Article : A secreted WY-domain-containing protein from the 

oomycete Plasmopara viticola induces cell death in different plant 

species. 

L’article qui suit a été soumis au journal MPMI (Molecular Plant-Microbe Interactions) le 19 décembre 

2018.  

 

Deux collaborations sont intervenues dans la réalisation de cette étude :  

La collaboration avec David Rengel et Ludovic Legrand du LIPM (Castanet-Tolosan) et Olivier 

Bouchez de Genotoul (Castanet-Tolosan) a permis la génération des données RNA-seq de tissu foliaire 

infecté par P. viticola et de spores germées.  

La collaboration avec Edouard Evangelisti et Sebastian Schornack a permis de réaliser les expressions 

transitoires des Pv33 sur N. benthamiana silencé par TRV pour SGT1 et EDS1, ainsi que les tests de 

prise en charge du peptide de sécrétion de Pv33 par N. benthmiana. 

 

Contribution des auteurs : 

 Maud Combier : Réalisation des expérimentations de clonage, d’expression transitoire sur les 

modèles vigne et N. benthamiana, de microscopie et d’immuno-blot. Analyse des résultats et 

rédaction de l’article. 

 Edouard Evangelisti : Réalisation des expériemantions de clonage, de transformation 

transitoire de N. benthamiana, de RT-qPCR, de microscopie et révision de l’article. 

 Marie-Christine Piron : Réalisation des expérimentations d’expression transitoire sur le 

modèle vigne et de PCR semi-quantitative. 

 David Rengel, Ludovic Legrand et Olivier Bouchez : Réalisation et analyse des données 

d’expression. 

 Sebastian Schornack : Révision de l’article. 

 Pere Mestre : Réalisation des analyses de séquences, supervision et rédaction de l’article. 
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Abstract 

Oomycete effectors can be divided into apoplastic effectors, which are secreted in the plant 

intercellular spaces and cytoplasmic effectors, which are further internalized into the plant cell. RXLRs, 

which are characterized by the presence of a RXLR-dEER motif on the N-terminus of the protein, are 

the best studied oomycete cytoplasmic effector family and several studies indicate that this motif plays 

a role in the translocation of the effector protein into the plant cell. The RXLR repertoire from several 

plant pathogenic oomycete species has been reported, and numerous studies described their role in 

suppressing plant defences and enhancing pathogen virulence. Crystal structures obtained for several 

RXLR effectors identified a common fold in the C-terminus of the protein, named the WY-domain. 

Plasmopara viticola is a biotrophic oomycete causing grapevine downy mildew. While characterizing 

the P. viticola effector repertoire, we came across a group of secreted proteins that contain dEER and 

WY-domains but lack any RXLR or RXLR-like motif. We further characterized 4 of those proteins and 

showed that one of them induces plant cell death in grapevine and Nicotiana species and that the 

induction is dependent on the nuclear localization of the protein. Our results suggest that this group 

of proteins may function as effectors. 
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Introduction 

Effectors are proteins produced by phytopathogens that manipulate host plants and optimize 

infection. They exert their function by modifying plant physiology and nutrient absorption, as well as 

by suppressing plant defences (Fevre et al., 2015). Indeed, when a pathogen comes into contact with 

a plant it is detected by direct recognition of microbial molecular signatures, called MAMPs (Microbe-

Associated-Molecular-Pattern) or PAMPs (Pathogen-Associated-Molecular-Pattern), triggering 

defence responses in the infection area. Detection can be also indirect, by the perception of the 

disturbances caused by penetration (DAMP Damage-Associated -Molecular-Pattern) (Henry et al. , 

2012). Pathogen effectors are able to interfere with those defence responses, leading to suppression 

of plant immunity and successful infection. Their presence may however be detected by the plant, re-

activating defence responses in the form of a program of cell death called hypersensitive response 

(HR), which sacrifices the cells in the vicinity of the infection to stop the spread of the pathogen. These 

events are summarized in the zig-zag model for plant-pathogen interactions (Jones and Dangl, 2006). 

Oomycete effectors can be divided in two categories depending on their localization: apoplastic 

effectors that are secreted in the plant intercellular spaces and cytoplasmic effectors, which are further 

internalized into the plant cell. Two main families of cytoplasmic effectors have been described: CRNs 

(Crinkling and Necrosis Inducing) and RXLRs. These effectors are characterised by the presence of a 

motif on the N-terminus of the protein, LXLFLAK-DWL for CRNs, and RXLR-dEER for RXLRs. Several 

studies indicate that these motifs play a role in the translocation of the effector protein into the plant 

cell (Schornack et al., 2010; Whisson et al., 2007). 

RXLRs are the best studied oomycete effector family. The RXLR repertoire from several plant 

pathogenic oomycete species has been reported, and numerous studies in different pathosystems 

described their role in suppressing plant defences and enhancing pathogen virulence (Jiang and Tyler, 

2012; Asai and Shirasu, 2015), their subcellular localisation following translocation into the plant cell 

(Caillaud et al., 2012) and the molecular targets of their effector function (Asai and Shirasu, 2015; Bos 

et al., 2010; Huang et al., 2017). Crystal structures obtained for several RXLR effectors allowed to 

identify a common fold in the C-terminus of the protein, named the WY-domain. This motif may appear 

either as a single domain or in tandem repeats, and it has been found in the C-terminus of 44% of 

Phytophthora infestans and 26% of H. arabidopsidis RXLR effectors (Boutemy et al., 2011). 

The RXLR motif is well conserved and defined within Phytophthora species; most RXLR effectors from 

those species present the canonical motif at the N-terminus. However, this does not seem to be the 

case for downy mildews. Indeed, other motifs, more or less reminiscent of the RXLR, have been 
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reported, like the QXLR and KXLR motifs detected in Pseudoperonospora cubensis (Tian et al., 2011) 

and the GKLR found in effectors from Bremia lactucae (Stassen et al., 2013). Furthermore, ATR5 from 

Hyaloperonospora arabidopsidis possesses an EER motif but appears to lack a particular motif at the 

place of the RXLR, and more recently Derevnina et al., 2015 reported the existence of proteins with a 

WY-domain but no RXLR motifs in the secretome of Peronospora tabacina. 

Plasmopara viticola is an obligate biotrophic oomycete causing grapevine downy mildew. It is present 

worldwide, attacks all plant organs and is mainly controlled with pesticides. In the last years there has 

been an important increase in the availability of genomic (Brilli et al., 2018; Dussert et al., 2016; Yin 

et al., 2017) and transcriptomic (Yin et al., 2015; Mestre et al., 2016) resources for P. viticola, leading 

to the identification of its RXLR effector repertoire (Mestre et al., 2012; Yin et al., 2017; Liu et al., 

2018b). The putative role of these effectors as suppressors of defence responses and their subcellular 

localisation have been reported for an important number of them (Xiang et al., 2016), and some 

notable results include the identification of an RXLR inducing plant immune responses (Xiang et al., 

2017), and a second effector supressing plant defences through the reduction of expression of defence 

genes and suppression of ROS accumulation (Xiang et al., 2016). 

A sound knowledge of the RXLR effector repertoire and function is required to acquire a better 

understanding of the underlying mechanisms that govern the host / pathogen interaction for P. viticola 

and in fine develop new approaches to control diseases, alternative to those based on chemical inputs. 

While characterizing the P. viticola effector repertoire, we came across a group of secreted proteins 

that contain EER and WY-domains but lack any RXLR or RXLR-like motif. Here we report that one of 

those proteins induces immune responses in grapevine and Nicotiana species and that the induction 

is dependent on the nuclear localisation of the protein. Our results suggest that this group of proteins 

may function as effectors. 

Materials and Methods 

Plant and pathogen materials 

Vitis vinifera cv Syrah was grown on potting soil from green cuttings in a greenhouse at 22-19°C (day-

night) and a photoperiod of 16/8h (light/ dark). Plants were propagated as cuttings every 3 months. 

Nicotiana benthamiana was grown in greenhouse on soil at min 18°C- max. 28°C and a photoperiod 

14h of light (10 klx min). 
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Plasmopara viticola isolate Pv221 was collected in Blanquefort (France) and maintained on detached 

leaves from V. vinifera cv Muscat Ottonel. Germinated spores and infected tissues were obtained as 

described in Mestre et al, 2012. 

Sequence analysis 

The proteome of P. viticola isolate Pv221 (Dussert et al., 2016, https://doi.org/10.15454/NQEX46) was 

used to search for candidate RXLR effectors using the Galaxy workflow described in (Cock et al., 2013). 

Genes identified as putative RXLRs by the method described in (Win et al., 2007b) and any of the two 

methods described in (Whisson et al., 2007) were selected. At the same time, the proteome was used 

as a query in a BLAST search at low stringency (Evalue<10e-5) against a database of oomycete RXLR 

effectors. The BLAST output was analyzed with SignalP4 and TMHMM 2.0, and proteins lacking a signal 

peptide or possessing a transmembrane domain outside the first 70 amino acids were discarded. 

Finally, candidate effector genes were subjected to structural homology searches using Phyre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) with normal modeling mode (Kelley et 

al., 2015). Candidate genes displaying high confidence (100%) structural homology to proteins of 

known function and lacking RXLR and/or DEER motifs at the predicted positions were considered as 

false positives and discarded. 

The predicted P. viticola secretome was obtained by submitting the proteome to SignalP and TMHMM. 

Proteins predicted as secreted by signal and/or containing a transmembrane domain inside the first 

70 aa were considered as secreted. Proteins presenting a transmembrane domain outside the first 70 

aa were discarded. WY-domain search in the proteome was performed with the hmmsearch function 

of HMMER 3.1b2 using the HMM WY_motif.hmm and a cutoff of ≥ 0. 

Alignment in Figure 1B was performed with MUSCLE, manually edited and displayed with BOXshade, 

with a cutoff of 50% of sequences identical for shading. The alignment shows 66 out of the 68 

sequences, since removing 2 of them produced an alignment with less gaps and reduced amount of 

manual editing required.  

The logo shown in Figure 1C was obtained using GLAM2 (Frith et al., 2008) from the MEME suite 

(http://meme-suite.org/tools/glam2) with default settings, using as input the sequences of the 68 WY-

domain proteins without the N-terminal part from start to the dEER motif, and then re-running it with 

double the maximum number of iterations without improvement. 

Phylogenetic analyses were performed at www.phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). Alignments were 

performed with Muscle with standard mode and default parameters. Following visual inspection of 

the alignment, 4 out of the 68 sequences were removed to improve the alignment and thus tree 
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robustness. Curation with GBlocks could not be applied to the sequence set. Tree was constructed 

using PhyML with default settings and branch support was calculated using 100 bootstrap repetitions. 

Expression data 

Expression data in germinated spores was obtained with Roche 454 GS-FLX Titanium and is described 

in Mestre et al, 2016. Germinated spore’s transcriptome data was obtained with strains PvSC and PvSL. 

To identify expressed genes from Pv221, candidate RXLR genes identified as described above were 

used as a query in a BLASTN against the transcriptome. Genes showing hits with both identity and 

subject cover higher than 90% were considered as expressed in germinated spores. The number of 

reads was counted for each gene and normalized by the gene mRNA size.  

Expression data in infected tissues was obtained by RNA-Seq with three biological replicates per time 

point. RNA extraction and sequencing are described in (Dussert et al., 2018). RNA-Seq read pairs were 

mapped on the P. viticola 221 genome using the glint software with parameters set as follows: matches 

≥50 nucleotides, ≤4 mismatches, no gap allowed, only best-scoring hits considered. Ambiguous 

matches (same best score) were removed. RNA-Seq stats and RSA accession numbers are provided in 

Supplementary Table 1.  

Mapped reads were further analyzed under R environment (R Core Team, 2018) using the edgeR 

library (Robinson et al, 2010) in order to calculate TMM-normalized Counts per Million mapped reads 

or cpm. These values were then normalized by the predicted mRNA size. 

Plasmid constructs 

P. viticola genomic DNA was extracted from infected leaves at the sporulation stage using the Qiagen 

DNeasy plant Mini kit with the following modifications: PVP30 was added to the AP1 buffer (25mg/mL) 

and elution was performed with buffer preheated at 65°C. The sequence of the P. viticola effectors 

was amplified from P. viticola genomic DNA using primers carrying overhangs with restriction enzymes. 

Amplifications were performed with Phusion polymerase (NEB). Amplified products were digested 

with the corresponding restriction enzymes (NEB) and cloned directionally into binary plasmid pBIN61 

digested with the same enzymes. 

To obtain GFP fusions, effectors were amplified as described above and cloned directionally into the 

pGFPS65T vector, which corresponds to pGFP (Chong et al., 2014) carrying the GFP S65T mutation. 

Nuclear Exclusion Signal (NES) and mutated nuclear exclusion signal (nes), as defined in (Shen et al., 

2007), were added by amplifying the GFPS65T sequence with primers including the signal sequences 
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and appropriate restriction enzymes, and then replacing the GFP sequence in the pGFPS65T-33∆sp 

construct with the ones containing respectively the NES and nes sequences. 

Identity of all clones was confirmed by sequencing. A list of constructs and primer sequences is 

presented in Supplementary Table 2. 

Transient expression of genes by agroinfiltration 

Agroinfiltration of N. benthamiana was performed as described in Mestre et al, 2017.  

To agroinfiltrate V. vinifera leaves, bacterial suspensions were prepared as described in Santos-Rosa 

et al (2008) and Silwet-L77 was added to the bacterial suspension at 0.3% final concentration. 

Infiltrations were performed on leaf discs derived from young leaves by immerging the discs for 10 

minutes in the bacterial solution, as described in (Lizamore and Winefield, 2015). 

Virus-Induced Gene Silencing (VIGS) 

For VIGS experiments, Nicotiana benthamiana was grown on Levington F2 at 24°C with 16 h 

photoperiod for two weeks prior to agroinfiltration. Two-week-old N. benthamiana plants were 

agroinfiltrated with a 1:1 mix of A. tumefaciens GV3101 cells carrying either TRV1 or a recombinant 

pYL279a for silencing of uidA (negative control), NbEDS1 or NbSGT1 and further grown in the same 

conditions for two more weeks. Then, newly formed leaves were infiltrated with A. tumefaciens 

GV3101 cells carrying either uidA, Pv33, 33∆sp or a 1:1 mix of AvrBs3 and Bs4 used as a control. 

Symptoms were monitored five days after agroinfiltration. 

Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR) analyses 

Total RNA was extracted 10 days after VIGS agronfiltration from newly formed leaves using RNeasy 

Plant Mini Kit (Qiagen, USA). One microgram was reverse transcribed to generate first-strand cDNA, 

using the Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit according to the manufacturer’s 

instructions (Roche, Switzerland). Quality was assessed by electrophoresis on agarose gel. qRT-PCR 

experiments were performed with 2.5 μl of a 1:20 dilution of first-strand cDNA and LightCycler 480 

SYBR Green I Master mix, according to the manufacturer’s instructions (Roche, Switzerland). Gene-

specific oligonucleotides were designed with BatchPrimer3 software 

(http://probes.pw.usda.gov/batchprimer3/) outside of the sequence used for VIGS silencing and their 

specificity was validated by analyzing dissociation curves after each run. Genes encoding L23 

(Niben101Scf01444g02009) and FBOX (Niben101Scf04495g02005) were selected as constitutive 

internal controls for N. benthamiana genes (Liu et al., 2012). Six biological replicates of the entire 
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experiment were performed. Gene expression was normalized with respect to constitutively expressed 

internal controls, quantified and plotted using R software. 

Semi-quantitative RT-PCR 

RNA extraction, cDNA synthesis and PCR were performed as described in Mestre et al (2017). Primer 

sequences are shown in Supplementary Table 2. 

Immuno-Blot 

Infiltrated N. benthamiana leaves were sampled at 48 hpa. 100 mg (fresh weight) of plant tissue were 

ground in 200 uL of Laemmli buffer, boiled and centrifuged 5min at 13 000 rpm. 75 µl of the 

supernatant were separated on a 12% polyacrylamide gel and transferred onto a nitrocellulose 

membrane by wet transfer. The membrane was blocked for 30 min with buffer (PBS 1X, Tween 1% and 

5% skimmed milk), then incubated with 1/30 000 anti-GFP overnight. Next day, the membrane was 

washed 3 times 10 min with buffer (PBS 1X, Tween 0.5%) and incubated 4 hours with 1/25000 anti-

GAR-PO antibodies (Goat Anti-rabbit Peroxidase). Proteins were detected with ECL using a G:Box 

(Syngene) imaging system. Finally, the membrane was stained with Ponceau red. 

Imaging 

White light images from V. vinifera and N. benthamiana leaves were taken at 6 dpa using a Nikon 

D5000. 

Blue light images from N. benthamiana leaves were taken with a G:Box (Syngene) imaging system with 

blue LED at 465 nm; except for Figure 8A which was taken with white and blue LED at 465 nm . 

Epifluorescence microscopy of V. vinifera leaves was performed with a Zeiss Axio Imager M2 

microscope. Images were taken under Green fluorescent protein (GFP) excitations at 470 nm. 

Confocal microscopy images were obtained with a LSM700 confocal laser microscope (Carl Zeiss, Jena, 

Germany), using a 20X water-immersion objective lens. GFP fluorescence was observed after 

excitation at 488 nm, with a 527 short-pass emission filter 
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Results 

Search for P. viticola RXLR effectors. 

We searched the P. viticola proteome for RXLR effectors using two strategies: motif search using string- 

and HMM-based methods, and low-stringency BLAST against a database of known oomycete RXLR 

effectors. After filtering, we identified a total of 257 candidate RXLR effector proteins. Next, we 

subjected the candidate effector proteins to structural homology searches using Phyre2 and we 

identified 77 effector proteins showing structural similarity to RXLR effectors. Results of the searches 

are presented in Figure 1A. 

Sixty-eight candidate effector genes identified only by BLAST showed structural homology to RXLR 

effectors. Visual inspection of the protein sequences showed that they possessed a dEER motif inside 

the first 70 aminoacids, but were missing an RXLR-like motif between the signal peptide and the dEER 

motif. An alignment of the N-terminal part of these proteins is presented in Figure 1B. 

We reasoned that the structural similarity could be due to the RXLR-specific WY-domain fold. The WY 

domain has been reported as being enriched in the RXLR proteome of other oomycetes. We 

investigated if such enrichment for WY-domains was also a feature of the P. viticola secretome. The 

predicted P. viticola secretome accounted for 11% (3533/32026) of the total proteome. HMM searches 

identified a total of 386 (1,2%) WY-domain-containing proteins. From these, 239 were predicted as 

secreted, accounting for 6,8% of the secretome, whilst only 0,5% of non-secreted proteins carried WY-

domains. These results show an enrichment of WY-domain-containing proteins in the P. viticola 

secretome. Furthermore, 66 out of our 68 candidate effector proteins were predicted as containing at 

least one WY-domain. 

To further confirm that the structural similarity was due to the WY-domain fold, we searched for motifs 

in the protein sequences C-terminal to the dEER motif. GLAM2 analysis with the 68 effector proteins 

produced the motif shown in Figure 1C, which was found in 59/68 proteins and fits the WY-domain 

described in Boutemy et al. (2011). We will refer hereafter to these proteins as WY-domain proteins. 
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Characterization of P. viticola WY-domain proteins 

We built a phylogenetic tree using the sequences of the WY-domain proteins. The resulting tree 

revealed three clades with branch support values higher than 0.6. Each clade contained clusters of 

sequences belonging to at least two scaffolds, and no sequences from the same scaffold were found 

in different clades (Figure 2). 

We studied the expression of the WY-domain genes upon infection and in germinated spores. Most 

genes were expressed in any of the two conditions (Figure 2). Most genes from Clade I were expressed 

to some extent in germinated spores, whilst the majority of genes from Clades II and III were not 

expressed or weakly expressed at this point. Expression in infected tissues could be detected for 60 

out of the 68 genes. Detailed expression data is shown in Supplementary Dataset 2. 

A WY-domain effector candidate induces cell death on different Nicotiana spp. 

We used Agrobacterium-mediated transient expression of proteins to study the possible role of WY-

domain proteins as suppressors of plant defences. We cloned four WY-domain proteins, Pv18 

(S0028g11635), Pv31 (S0259g32900), Pv33 (S0046g15019), Pv82 (s0028g11682) without their 

secretion peptide, which we named 18∆sp, 31∆sp, 33∆sp and 82∆sp, and studied their ability to 

suppress the INF1-induced cell death in Nicotiana benthamiana. None of the proteins was able to 

suppress the INF1-mediated cell death (Supplementary Figure 1), but we observed that 33∆sp alone 

was able to induce cell death. Each of the four proteins alone was then expressed in three Nicotiana 

species: N. benthamiana, N. tabacum and N. occidentalis. As seen in Figure 3A, 33∆sp induced plant 

cell death and autofluorescence in all three species. 

To determine if the presence of the signal peptide could influence the induction of cell death, we 

cloned the full-length version of the effector containing the signal peptide, which we named 33FL. We 

expressed both versions of the protein in the same three Nicotiana species and observed that the cell 

death disappeared when 33FL is expressed on N. benthamiana and N. occidentalis, while some necrotic 

points are visible on N. tabacum. (Figure 3B). These results show that presence of the signal peptide, 

and possibly secretion of the protein, hinder the induction of plant cell-death. 

We next investigated the function of the signal peptide of Pv33 by fusing it to GFP and expressing it in 

leaves of N. benthamiana. Native GFP and GFP fused to the signal peptide of PR1 were used as negative 

and positive controls respectively. The fluorescence observed after transient expression of Pv33SP:GFP 

showed a pattern similar to that observed with PR1SP:GFP, but with weaker intensity and residual 

nuclear fluorescence (Figure 4B). Following BFA treatment, which blocks vesicular traffic, typical BFA 

bodies could be observed with both PR1SP:GFP and Pv33SP:GFP, with nuclear fluorescence still visible 



Chapitre 3 : Identification d’une famille d’effecteurs candidats chez P. viticola et analyse 
fonctionnelle de l’effecteur Pv33 
 

99 
 

for Pv33SP:GFP (Figure 4C). The nuclear fluorescence observed with Pv33SP:GFP shows that part of 

the protein is not incorporated in the secretory pathway, suggesting that the signal peptide of Pv33 is 

partially functional in plant cells.  

33∆sp triggers cell-death in grapevine leaves 

Next, we verified if 33∆sp would also induce cell death in the P. viticola host plant. To do so, we 

transiently expressed the above-described effectors in leaf discs of V. vinifera cv. Syrah. Macroscopic 

cell death was visible in 2 out of 4 leaf discs infiltrated with Agrobacterium containing 33∆SP, probably 

because of the low efficiency of transformation (Figure 5A). We could observe induction of the 

expression of the hypersensitive response marker VvHSR1 in discs transiently expressing 33∆sp (Figure 

5B). These results show that the WY-domain protein Pv33 induces cell death in grapevine leaves. 

To understand where in the P. viticola infection cycle would Pv33 be playing a role, we used semi-

quantitative RT-PCR to validate the expression of Pv33 in different stages of P. viticola development, 

mainly sporangia, germinated spores, and infected tissues at different time-points after inoculation. 

Pv33 expression could be observed in sporangia (Sp) germinated spores (Sg) and infected tissues at 72 

hours post-infection (hpi) (Figure 6). Expression levels were higher in germinated spores. 

We next investigated if Pv33 was broadly distributed in P. viticola populations. To do so, we performed 

PCRs with primers spanning from ATG to STOP on a set of isolates from different geographic origins. 

We obtained PCR products from all 7 European isolates tested, but not from isolates from North 

America (Supplementary Table 3). These results show that Pv33 is not specific to isolate Pv221 but it 

appears to be present at least in European populations. 

 

33∆sp-mediated HR is SGT1-dependent and EDS1-independent 

In order to shed light in the nature of the 33∆sp-induced cell death, we used Virus-Induced Gene 

Silencing (VIGS) to study the role of SGT1 and EDS1 in this response. EDS1 is required for the HR 

mediated by the TIR-NBS-LRR immune receptors, whilst SGT1 is required for the cell death mediated 

by different plant-pathogen interactions. The phenotype of silenced plants fitted with was expected 

(Figure 7A). Transient expression of 33∆sp on N. benthamiana silenced for EDS1 and SGT1 resulted in 

the induction of cell death in EDS1-silenced plants and strong reduction of cell death in SGT1-silenced 

plants (Figure 7B). The silencing efficiency was monitored by quantitative RT-PCR (Figure 7C). These 

results indicate that the 33∆sp-triggered cell death requires SGT1 but it does not involve 

reconnaissance by a TIR-NBS-LRR type receptor. 
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33∆sp localizes to the nucleus and the localization is required for HR induction 

To study cellular localization, we obtained GFP translational fusions of 33∆sp and 33FL. Transient 

expression of 33∆sp-GFP in N. benthamiana resulted in the fluorescence signal localized to the nucleus, 

and the signal appeared enhanced in the nucleolus (Figure 8A). Leaves transiently expressing 33FL-GFP 

presented an overall lower level of fluorescence (Fig 8B); nuclear fluorescence was reduced and 

fluorescent spots appeared in the contours of the plant cells (Figure 8A). Similar results were obtained 

with 33∆SP-GFP in V. vinifera (Figure 8C), where the general lower expression level hindered us to 

observe any fluorescence in leave discs transiently expressing 33FL-GFP. 

We next investigated if Pv33 contained a nuclear localisation signal (NLS). Search for NLS features using 

NLStradamus (Nguyen et al, 2009), NLS Mapper (Kosugi et al, 2009), NucPred (Brameier et al, 2007), 

Psort (Nakai and Horton, 1999), Predict NLS (Yachdav et al, 2014) and SeqNLS (Lin and Hu, 2013) didn’t 

predict any canonical NLS.  

To further study the role of nuclear localization in the induction of cell death by 33∆sp, we obtained 

translational fusions of 33∆sp-GFP containing a Nuclear Export Signal (NES) and a mutated, inactive 

nuclear export signal (nes). 33∆sp-GFP-NES lost its ability to induce cell death when transiently 

expressed in N. benthamiana leaves, while 33∆sp-GFP-nes retained the cell death-inducing ability 

(Figure 9A). Concerning their localization, 33∆sp-GFP-nes was localized to the nucleus, whilst no 

nuclear localization could be observed for 33∆sp-GFP-NES (Figure 9B). These results indicate that 

33∆sp-triggered death cell is dependent on its nuclear localization. 
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Discussion 

In this study we described a family of Plasmopara viticola secreted proteins possessing the WY-domain 

characteristic of oomycete RXLR effectors but lacking the eponymous motif. We showed that one of 

the members of this family, named Pv33, induces an SGT1-dependent cell death in grapevine and 

Nicotiana species, and that the nuclear localization of Pv33 is required for cell death induction. The 

fact that Pv33 induced cell death, together with the difficulty of genetic transformation in P. viticola, 

precluded us from validating its involvement in the virulence of the pathogen or its role in suppressing 

plant defences. 

In some experiments the transient expression of Pv33 containing a signal peptide (33FL) resulted in 

necrotic spots and mild induction of VvHSR. Interestingly, 33FL-GFP shows residual nuclear localisation, 

which could explain the eventual mild induction of cell death by 33FL. In this context, the amount of 

protein localising to the nucleus after transient expression of 33FL would be below the threshold 

necessary to activate cell death, threshold that could be eventually attained in some particular 

experiments. Concerning the residual nuclear fluorescence, it could be the result of the signal peptide 

of Pv33 being inefficiently recognised by the plant secretion system. Alternatively, it could be a 

consequence of Pv33 being expressed under the control of a strong constitutive promoter (CaMV 35S), 

leading to an overload of Pv33 in the plant secretory system causing it to escape the secretion pathway 

and localize to the nucleus. A similar phenomenon has been described in the study of other oomycete 

effector proteins (Bos et al., 2006); in fact, it is the reason why cell translocation assays using transient 

expression of effector genes with a signal peptide should be interpreted cautiously (Petre and 

Kamoun, 2014). However, the overall low level of expression observed with 33FL-GFP suggest a low 

efficiency of its signal peptide in planta. 

RNA-Seq data and RT-PCR experiments showed that Pv33 is expressed in sporangia, germinated spores 

and infected tissues at late infection, with the strongest expression being observed in germinated 

spores (Figure 6). Germinated spores present a germinative tube and may be considered as 

representative of the early stages of infection, with expression of effector genes taking place (Mestre 

et al, 2012). The expression pattern that we observe could thus fit with Pv33 being expressed at low 

level all through the P. viticola life cycle; the failure to detect it at early time points would be due to 

the small amount of pathogen present in the samples (Figure 6). It may be argued that Pv33 is 

expressed only in spores and that the expression observed at 72 hpi is the consequence of early 

sporulation taking place at this time point, which is not uncommon. Although we cannot rule out this 

possibility, the fact that we didn’t observe any sporulation at 72 hpi, together with the RNA-Seq data 



Chapitre 3 : Identification d’une famille d’effecteurs candidats chez P. viticola et analyse 
fonctionnelle de l’effecteur Pv33 

102 
 

showing expression at 48 hpi (too early for the start of sporulation) makes us support the hypothesis 

of Pv33 being expressed upon infection. 

Supporting a role of Pv33 in the life cycle of P. viticola, we found the gene in all European isolates 

tested. P. viticola was introduced into Europe from North America in the late XIXth century. It is thus 

surprising that Pv33 is not present in any of the North American isolates (Supplementary Table 3). This 

could be explained if there was variability in the presence of Pv33 in the original North American 

populations. For example, Pv33 could be dispensable in North American populations due to functional 

redundancy with other effectors; the bottleneck effect of the introduction could thus make Pv33 

important for the pathogen’s biology if the introduced isolate was missing other effectors with similar 

functions, or if it made it better adapted to the new host landscape.  

The requirement for nuclear localisation for the Pv33-induced cell death, together with the fact that 

the response requires SGT1, rules out the possibility that the response is just caused by a cytotoxic 

effect of the protein. There are not many examples of cell death induction by RXLR effectors. P. 

infestans RXLR effector PexRD2 has been reported as inducing STG1-dependent cell death in N. 

benthamiana (Oh et al., 2009) and 10 Solanum species (Vleeshouwers et al., 2008); P. sojae Avh241 

induces cell death in several plant species (Yu et al., 2012); PvRxLR16 from P. viticola induces cell death 

in N. benthamiana that is dependent on its nuclear localisation (Xiang et al., 2017). Conversely, 

oomycete CRN effectors were first identified as inducing necrosis when transiently expressed in plants 

(Torto et al., 2003). They are localised to the plant nucleus and nuclear localisation is required for the 

induction of HR (Schornack et al., 2010). Interestingly, as it happens with Pv33, several CRNs have been 

shown to localise to the nucleus even when they lack a canonical NLS signal (Schornack et al., 2010; 

Stam et al, 2013). CRNs are considered as an ancestral class of oomycete effectors, since they are 

present in all lineages of oomycetes (Schornack et al., 2010) and they can be found in species with 

different life styles, from necrotrophic (Lévesque et al., 2010) to biotrophic (Baxter et al., 2010; 

Mestre et al., 2016). It has been hypothesized that the necrosis-inducing effect of CRNs will not reflect 

their real function in the infection process but it would rather be a “phenotypic manifestation reporting 

on effector activity” (Stam et al., 2013). The cell death induced by Pv33 could thus be a consequence 

of its overexpression and do not reflect its role in the infection process. 

Otherwise, Pv33 function in the nucleus during infection may actually trigger plant cell death. Pv33 

induces cell death both in members of the Solanaceae and the Vitaceae, which are phylogenetically 

distant. It seems thus unlikely that the response is mediated by an R-gene conserved between both 

families, although we cannot rule out the possibility that the cell death is caused by the indirect 

recognition of Pv33 by an R-gene guarding a well conserved target. Alternatively, the Pv33 induced cell 



Chapitre 3 : Identification d’une famille d’effecteurs candidats chez P. viticola et analyse 
fonctionnelle de l’effecteur Pv33 
 

103 
 

death could be a direct consequence of its effect on the plant nucleus, where it would target general 

nuclear mechanisms and/or a conserved nuclear protein. Independently of the underlying mechanism, 

the Pv33 induced cell death that we observe upon ectopic expression of the protein could be 

suppressed by another P. viticola effector in the context of infection, avoiding a negative effect in 

pathogen development. 

The RXLR-dEER motif has been shown to be required for translocation of RXLR effectors inside the 

plant cell (Whisson et al., 2007). Pv33 carries the WY-domain, a structural signature from RXLR 

effectors, and a dEER motif at the expected position, but it does not possess an obvious RXLR motif. 

This could set doubts about its eventual internalisation in plant cells, but the requirement for nuclear 

localization for the induction of cell death suggests that Pv33 would be translocated into plant cells. 

Anyway, the requirement for the RXLR motif for effector translocation does not seem to be as strict as 

initially thought. Research in other oomycetes, particularly the downy mildews, resulted in the 

identification of several effectors that are translocated inside the plant cell and lack canonical RXLR 

motifs. In Pseudoperonospora cubensis, effectors carrying a QXLR motif were shown to localize to the 

plant nucleus and induce an HR in N. benthamiana (Tian et al., 2011); effector proteins from Bremia 

lactucae carrying a GKLR motif are recognised inside lettuce plant cells in an R-gene specific manner 

(Stassen et al., 2013); ATR5 from Hyaloperonospora arabidopsidis is recognised inside Arabidopsis cells 

by the NLR RPP5 even when it lacks an RXLR motif (Bailey et al., 2011), although it possesses a GRVR 

sequence at the equivalent position, which remains of the above-described GKLR. All these examples 

have in common possessing the EER motif, suggesting that its presence may release the pressure on 

the conservation of the RXLR motif for successful translocation. Examination of the Pv33 sequence, or 

an alignment of WY-domain proteins from the same clade, did not identify any conserved motif 

upstream of the EER similar to the above described. However, the DRD, ATSR or a second EER motif, 

present in Pv33 and conserved in several sequences, could be playing the same role as the other motifs 

already described in the oomycetes (Supplementary Figure 2). 

In summary, here we described a secreted WY-domain-containing protein from the oomycete P. 

viticola, named Pv33, that is nuclear localized and induces immune responses in plant cells. Xiang et 

al., (2017) reported similar results with PvRxLR16, a canonical RXLR effector. However, contrary to 

PvRxLR16, Pv33 lacks RXLR or other motifs described in oomycetes, between the signal peptide and 

EER motifs. Besides, PvRxLR16-mediated cell death is N-glycosylation dependent, whilst our protein 

lacks any putative N-glycosylation sites. Our results suggest that secreted WY-domain containing 

proteins may be considered as effectors and should be taken into account when establishing the 

effector repertoire of plant pathogenic oomycetes. 
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Data availability 

RNA-Seq data have been deposited in the Sequence Read Archive (SRA) under study accession number 

SRP079325 (SRR7500369 to SRR7500377). 
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Figure Legends 

Figure 1. Identification of WY-domain proteins from P. viticola. 

(A) Venn-diagram showing the distribution of candidate RXLR effectors based on the method leading 

to their identification and their structural homology to known RXLR effectors. (B) Alignment of the N-

terminal protein sequences of candidate effector genes showing structural homology to RXLR effectors 

but lacking the eponymous motif. Signal peptide (SP) and dEER motifs are highlighted. (C) Logo of the 

WY-domain obtained with GLAM2 using the 68 candidate effectors showing structural homology to 

RXLR effectors but lacking the motif. Boxed residues correspond to the conserved positions described 

in Boutemy et al, 2011. 

Figure 2. Characterization of P. viticola WY-domain proteins. 

(A) Phylogenetic tree obtained with the WY-domain proteins from P. viticola. Branch support 

values show 100 bootstraps. The three clades referred to in the text are highlighted in pink (I), blue (II) 

and green (III). Genes selected for further analysis are indicated (B) Expression level of WY-domain 

proteins in germinated spores (Sp) and infected tissues (hpi) at 48- and 72-hours post-infection. White 

colour shows absence of expression. Detailed expression data is shown in Supplementary Dataset 2. 

Figure 3. Effector candidate Pv33 induces cell death in Nicotiana spp. 

Agrobacterium-mediated transient expression of effector candidates Pv18, Pv31, Pv33, Pv82 

without their signal peptide (∆sp) (A) and full-length Pv33, including its signal peptide (FL) (B) 

in N. benthamiana, N. tabacum and N. occidentalis leaves. All pictures were taken 5 days after 

agroinfiltration. 

For each species, 6 leaves were infiltrated with all the effectors. The experiment was repeated 

2 times with the same result. 

Figure 4. The signal peptide of Pv33 is partially recognized by the plant secretory pathway. 

(A) Constructs used in this experiment. PR1SP: signal peptide of PR1. Pv33SP: signal peptide of Pv33. 

(B and C) Confocal images following infiltration of N. benthamiana leaves with the constructs described 

in A, without (B) and with (C) BFA treatment. Red arrows show nucleus. Bars show 10 µm. Experiments 

were repeated twice with the same results. 

 

Figure 5. Pv33 induces cell death in V. vinifera cv Syrah. 
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Agrobacterium-mediated transient expression of effector candidates Pv18, Pv31, Pv33, Pv82 

without their signal peptide (∆sp) and full-length Pv33, including its signal peptide (FL) in V. 

vinifera Syrah leaf disks. (A) Macroscopic results. Pictures were taken 6 days after 

agroinfiltration and are representative of the phenotype of each effector. (B) Semi-

quantitative RT-PCR showing VvHSR and transgene expression. Actin expression is used as 

reference. 

Each effector-expressing Agrobacterium strain was infiltrated into 4 leaf discs and the 

experiment was repeated twice. The macroscopic effect of 33∆sp was not visible in all 

infiltrated discs but could be observed in both repetitions. RNA extractions for RT-PCRs were 

done by pooling the 4 disks for each effector. 

Figure 6. Expression of Pv33 in P. viticola developmental stages. 

Semi-quantitative RT-PCR of Pv33 expression in sporangia (Sp), germinated spores (Sg) and 

infected tissues at 0, 24, 48 and 72 hours after inoculation (hpi). Expression of V. vinifera Actin 

(VvActin) is shown as loading of samples corresponding to infected tissues. Expression of P. 

viticola Actin (PvActin) reflects pathogen biomass and shows progression of infection. 

Figure 7. Pv33-triggered cell death requires SGT1.  

(A) Habitus of N. benthamiana TRV-silenced plants used in this study. Pictures were taken 3 

weeks after agroinfiltration with A. tumefaciens cells carrying a construct for silencing of uidA, 

EDS1 or SGT1. (B) Representative pictures of cell death assays on TRV-silenced leaves. Pictures 

were taken 5 days after agroinfiltreation with A. tumefaciens cells carrying a construct for 

constitutive expression of uidA (GUS), 33 full length (33FL) or without signal peptide (33∆sp), 

or a 1:1 combination of Xanthomonas effector AvrBs3 and the resistance gene Bs4, used as 

positive control. The experiment was performed in quadruplicate (N = 32). (C) Validation of 

virus-induced gene silencing by quantitative RT-PCR. Accumulation of transcripts from 

N. benthamiana genes EDS1 and SGT1 in 6 individual plants, 3 weeks after agroinfiltration with 

A. tumefaciens cells carrying a construct for TRV-induced gene silencing of uidA, EDS1 and 

SGT1. Data are shown relative to L23 and F-BOX reference genes. Circles represent ratios, lines 

represent means. Statistical significance was assessed using one-way ANOVA and Tukey’s HSD 

test (P < 0.05). 

Figure 8. Pv33 localizes to the nucleus. 
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(A) Confocal microscopy images following infiltration of N. benthamiana leaves with Agrobacterium 

carrying GFP translational fusions of Pv33 either lacking (33∆sp-GFP) or including (33FL-GFP) the signal 

peptide. GFP alone was used as control. (B) Low magnification epifluorescence microscopy images of 

33∆SP-GFP and 33FL-GFP infiltrations. (C) Epifluorescence microscopy images following infiltration of 

V. vinifera cv Syrah leaf discs with Agrobacterium carrying 33∆SP-GFP and 33FL-GFP. 

Pictures were taken 2 days after agroinfiltration. Experiments were repeated 5 times for N. 

benthamiana and twice for V. vinifera, with the same results. Bar shows 25 µm. 

Figure 9. Pv33-triggered cell death depends on its nuclear localisation. 

(A) Agrobacterium-mediated transient expression of N. benthamiana leaves with 33∆sp-GFP fused to 

either an active (33∆sp-GFP-NES) or inactive (33∆sp-GFP-nes) nuclear exclusion sequence. Pictures 

were taken 5 days after agroinfiltration under white and blue light. (B) Subcellular localisation of 

33∆sp-GFP-NES and 33∆sp-GFP-nes as observed by confocal microscopy 2 days after agroinfiltration. 

(C) Western blot with anti-GFP of the different GFP-tagged Pv33 versions. GFP is used as positive 

control. Ponceau red staining of the nitrocellulose membrane is shown as loading marker. 

Results shown in A and B are representative of 3 independent experiments, each consisting of at least 

6 N. benthamiana leaves infiltrated as shown in A. 
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Figure 1. Identification of WY-

domain proteins from P. viticola. 

(A) Venn-diagram showing the 

distribution of candidate RXLR 

effectors based on the method 

leading to their identification and 

their structural homology to known 

RXLR effectors. (B) Alignment of the 

N-terminal protein sequences of 

candidate effector genes showing 

structural homology to RXLR 

effectors but lacking the eponymous 

motif. Signal peptide (SP) and dEER 

motifs are highlighted. (C) Logo of 

the WY-domain obtained with 

GLAM2 using the 68 candidate 

effectors showing structural 

homology to RXLR effectors but 

lacking the motif. Boxed residues 

correspond to the conserved 

positions described in Boutemy et al, 

2011. 

  



Chapitre 3 : Identification d’une famille d’effecteurs candidats chez P. viticola et analyse 
fonctionnelle de l’effecteur Pv33 
 

109 
 

 

Figure 2. Characterization of P. viticola WY-domain proteins. 

(A) Phylogenetic tree obtained with the WY-domain proteins from P. viticola. Branch support 

values show 100 bootstraps. The three clades referred to in the text are highlighted in pink (I), blue (II) 

and green (III). Genes selected for further analysis are indicated. (B) Expression level of WY-domain 

proteins in germinated spores (Sp) and infected tissues (hpi) at 48- and 72-hours post-infection. White 

colour shows absence of expression. Detailed expression data is shown in Supplementary Dataset 2. 
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Figure 3. Effector candidate Pv33 induces cell death in Nicotiana spp. 
Agrobacterium-mediated transient expression of effector candidates Pv18, Pv31, Pv33, Pv82 
without their signal peptide (∆sp) (A) and full-length Pv33, including its signal peptide (FL) (B) 
in N. benthamiana, N. tabacum and N. occidentalis leaves. All pictures were taken 5 days after 
agroinfiltration. 
For each species, 6 leaves were infiltrated with all the effectors. The experiment was repeated 
2 times with the same result. 
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Figure 4. The signal peptide of Pv33 is partially recognized by the plant secretory pathway. 

(A) Constructs used in this experiment. PR1SP: signal peptide of PR1. Pv33SP: signal peptide of Pv33. 

(B and C) Confocal images following infiltration of N. benthamiana leaves with the constructs described 

in A, without (B) and with (C) BFA treatment. Red arrows show nucleus. Bars show XX µm. 
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Figure 5. Pv33 induces cell death in V. vinifera cv Syrah. 
Agrobacterium-mediated transient expression of effector candidates Pv18, Pv31, Pv33, Pv82 
without their signal peptide (∆sp) and full-length Pv33, including its signal peptide (FL) in V. 

vinifera Syrah leaf disks. (A) Macroscopic results. Pictures were taken 6 days after 
agroinfiltration and are representative of the phenotype of each effector. (B) Semi-
quantitative RT-PCR showing VvHSR and transgene expression. Actin expression is used as 
reference. 
Each effector-expressing Agrobacterium strain was infiltrated into 4 leaf discs and the 
experiment was repeated twice. The macroscopic effect of 33∆sp was not visible in all 
infiltrated discs but could be observed in both repetitions. RNA extractions for RT-PCRs were 
done by pooling the 4 disks for each effector. 
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Figure 6. Expression of Pv33 in P. viticola developmental stages. 
Semi-quantitative RT-PCR of Pv33 expression in sporangia (Sp), germinated spores (Sg) and 
infected tissues at 0, 24, 48 and 72 hours after inoculation (hpi). Expression of V. vinifera Actin 
(VvActin) is shown as loading of samples corresponding to infected tissues. Expression of P. 

viticola Actin (PvActin) reflects pathogen biomass and shows progression of infection. 
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Figure 7. Pv33-triggered cell death requires SGT1.  
(A) Habitus of N. benthamiana TRV-silenced plants used in this study. Pictures were taken 3 
weeks after agroinfiltration with A. tumefaciens cells carrying a construct for silencing of uidA, 
EDS1 or SGT1. (B) Representative pictures of cell death assays on TRV-silenced leaves. Pictures 
were taken 5 days after agroinfiltreation with A. tumefaciens cells carrying a construct for 
constitutive expression of uidA (GUS), 33 full length (33FL) or without signal peptide (33∆sp), 
or a 1:1 combination of Xanthomonas effector AvrBs3 and the resistance gene Bs4, used as 
positive control. The experiment was performed in quadruplicate (N = 32). (C) Validation of 
virus-induced gene silencing by quantitative RT-PCR. Accumulation of transcripts from 
N. benthamiana genes EDS1 and SGT1 in 6 individual plants, 3 weeks after agroinfiltration with 
A. tumefaciens cells carrying a construct for TRV-induced gene silencing of uidA, EDS1 and 
SGT1. Data are shown relative to L23 and F-BOX reference genes. Circles represent ratios, lines 
represent means. Statistical significance was assessed using one-way ANOVA and Tukey’s HSD 
test (P < 0.05). 
  



Chapitre 3 : Identification d’une famille d’effecteurs candidats chez P. viticola et analyse 
fonctionnelle de l’effecteur Pv33 
 

115 
 

 

 

Figure 8. Pv33 localizes to the nucleus. 
(A) Confocal microscopy images following infiltration of N. benthamiana leaves with Agrobacterium 

carrying GFP translational fusions of Pv33 either lacking (33∆sp-GFP) or including (33FL-GFP) the signal 

peptide. GFP alone was used as control. (B) Low magnification epifluorescence microscopy images of 

33∆SP-GFP and 33FL-GFP infiltrations. (C) Epifluorescence microscopy images following infiltration of 

V. vinifera cv Syrah leaf discs with Agrobacterium carrying 33∆SP-GFP and 33FL-GFP. 

Pictures were taken 2 days after agroinfiltration. Experiments were repeated 5 times for N. 

benthamiana and twice for V. vinifera, with the same results. Bar shows 25 µm. 
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Figure 9. Pv33-triggered cell death depends on its nuclear localisation. 
(A) Agrobacterium-mediated transient expression of N. benthamiana leaves with 33∆sp-GFP fused to 

either an active (33∆sp-GFP-NES) or inactive (33∆sp-GFP-nes) nuclear exclusion sequence. Pictures 

were taken 5 days after agroinfiltration under white and blue light. (B) Subcellular localisation of 

33∆sp-GFP-NES and 33∆sp-GFP-nes as observed by confocal microscopy 2 days after agroinfiltration. 

(C) Western blot with anti-GFP of the different GFP-tagged Pv33 versions. GFP is used as positive 

control. Ponceau red staining of the nitrocellulose membrane is shown as loading marker. 

Results shown in A and B are representative of 3 independent experiments, each consisting of at least 

6 N. benthamiana leaves infiltrated as shown in A. 
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Supplementary Figure 1. Selected P. viticola WY-domain secreted proteins do not suppress the INF1-

mediated cell death in N. benthamiana. 

 

Agrobacterium strains containing the different clones were infiltrated in N. benthamiana leaves. One 

day later, INF1 was transiently expressed in the infiltrated patches. Pictures are taken 5 days after INF1 

agrobacterium-mediated infiltration. GUS as Avr3A are used as respectively as negative and positive 

control for INF1-mediated cell death suppression. 
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Supplementary Figure 2. Pv33 protein sequence and alignment of the N-terminus WY-domain 

proteins from the same clade as Pv33. 

(A) Pv33 protein sequence. Signal peptide, dEER and WY motifs are respectively highlighted in 

blue, red and green. (B) Alignment of the N-terminus of the WY-domain proteins from clade X in Figure 

2. Signal peptide (SP) and dEER motifs are highlighted. Alignment performed with ClustalW and 

displayed with BOXshade, with a cutoff of 70% of sequences identical for shading 
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Supplementary Table 1. RNA-Seq statistics and RSA accession numbers.

Provider Sample Biological replicate Host Tissue # of pairs size (nt)

# of unambiguous 

mapped pairs on Pv221 

genome

SRA accession

INRA / GET-Plage Pv221 24hpi 1 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 46 047 551 100 16 670 SRR7500372

INRA / GET-Plage Pv221 24hpi 2 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 31 978 558 100 29 439 SRR7500373

INRA / GET-Plage Pv221 24hpi 3 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 26 751 573 100 19 740 SRR7500375

INRA / GET-Plage Pv221 48hpi 1 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 48 442 856 100 1 294 356 SRR7500376

INRA / GET-Plage Pv221 48hpi 2 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 53 270 151 100 307 908 SRR7500369

INRA / GET-Plage Pv221 48hpi 3 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 30 664 708 100 227 777 SRR7500370

INRA / GET-Plage Pv221 72hpi 1 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 31 057 365 150 369 013 SRR7500374

INRA / GET-Plage Pv221 72hpi 2 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 37 993 907 150 1 314 505 SRR7500371

INRA / GET-Plage Pv221 72hpi 3 Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel leaves 36 069 269 150 304 513 SRR7500377
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Supplementary Table 2. Constructs and primers used in this study. 

 

Gene identities 

 

Pv18  Plvit221r1_S0028g11635 

Pv31  Plvit221r1_S0259g32900 

Pv33  Plvit221r1_S0046g15019 

Pv82  Plvit221r1_S0028g11682 

 

Constructs 

18∆sp   35S:Pv18∆1-19 

31∆sp   35S:Pv31∆1-23 

33∆sp   35S:Pv33∆1-23 

82∆sp   35S:Pv82∆1-22 

33FL   35S:Pv33 

33∆sp-GFP  35S:Pv33∆1-23-GFP 

33FL-GFP  35S:Pv33-GFP 

33∆sp-GFP-NES  35S:Pv33∆1-23-GFP-NES 

33∆sp-GFP-nes  35S Pv33∆1-23-GFP-nes 

 

Primers for cloning in binary plasmids (restriction sites underlined) 

PvRXL18sp 5’ GCCAAATCTAGAATGTCTACGAATGCGACTGC 

PvRXL18R 5’ TAGAAGCCCGGGCTATGCTGGTGCGGTGGT 

PvRXL31sp 5’ GCACCCTCTAGAATGACAAGTCTGAGTGCC 

PvRXL31R 5’ ACAACACCCGGGTCACATTACAAAATCCTC 

PvRXL33F 5’ TCATTCTCTAGAATGCGCATTCGCTACTTG 

PvRXL33sp 5’ GCACCCTCTAGAATGACAAGGACGAATCTTCG 

PvRXL33R 5’ CTCTTGCCCGGGTCACATTTGAAAATTCGC 

PvRXL33gfF 5’ TCATTCGTCGACATGCGCATTCGCTACTTG 

PvRXL33gfsp 5’ GCACCCGTCGACATGACAAGGACGAATCTTCG 
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PvRXL33gfR 5’ CTCTTGTCTAGACATTTGAAAATTCGCTC 

PvRXL82sp 5’ GCAAAATCTAGAATGTCTGCGAATGCGACAGCA 

PvRXL82R 5’ ACTAGTCCCGGGCTACAACTCCTCTGCCAG 

GFP-F  5’ GACTAGTCTAGAATGAGTAAAGG 

GFPNES 

5’ GCAAACcccgggCTACTTGTTAATATCAAGTCCAGCCAACTTAAGAGCAAGCTCGTTtttgtatagttcatccatg 

GFPnes 

5’ GCAAACcccgggCTACTTGTTAGCATCTGCTCCAGCTGCCTTAAGAGCAAGCTCGTTtttgtatagttcatccatg 

 

Primers for V. vinifera HSR and Actin for RT-PCR  

VvACT-F 5’ GTGCCAATTTATGAAGGTTATGC 

VvACT-R 5’ CCCTCTCAGTTAGAATCTTCATCAG 

VvHSR-F 5’ GGACTACCGACATGCACCTG 

VvHSR-R 5’ CCTGGACAATTCTGCCATCT 
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Supplementary Table 3. Results of PCR amplification of Pv33 on genomic DNA from P. viticola 

isolates from different geographical origins and host sources. PCRs were performed using primers 

designed to amplify the whole gene sequence, from ATG to STOP. PCR with primers for the P. viticola 

tubulin gene confirmed the presence of pathogen DNA in all samples. 

 

 

 

Isolate Host Collection site Amplification 

PvSC V. vinifera Colmar, France ✓ 

Pv393 V. vinifera Cugnasco, Switzerland ✓ 

Pv340 V. vinifera Tolcsva, Hungary ✓ 

Pv257 V. vinifera Listrac, France ✓ 

Pv125 Regent Pécs, Hungary ✓ 

Pv412 Regent Cugnasco, Switzerland ✓ 

Pv13 Regent Latresne, France ✓ 

MSU1106 V. vinifera Clarksville, Michigan, USA ✗ 

NY220 V. vinifera Long Island, New York, USA ✗ 

MSU1052 V. labrusca Fenville, Michigan, USA ✗ 

MSU319 V. labrusca Stones, Ohio, USA ✗ 

MSU330 V. aestivalis Markko, Ohio, USA ✗ 

WV16 V. aestivalis Convington, West Virginia, USA ✗ 

MSU162 V. vinifera Jackson, Michigan, USA ✗ 

FLO23 V. aestivalis Thallahassee, Florida, USA ✗ 

NY328 V. riparia Ithaca, New York, USA ✗ 

MSU1172 V. riparia Fennville, Michigan, USA ✗ 
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2. Suite de l’analyse fonctionnelle de la protéine Pv33, appartenant 

à la famille WY-domain de P. viticola 

Pv33 est donc une protéine de P. viticola qui présente de grande similarité avec certains 

effecteurs RXLR identifiés chez d’autres oomycète décrits dans la littérature. Elle ne possède pas ce 

motif RXLR caractéristique, mais les motifs EER et WY associés sont présents. Par des approches 

d’expression transitoire il a été montré que, par sa localisation nucléaire, Pv33 induit des nécroses chez 

des Nicotianeae et chez V. vinifera cv. Syrah. Celles-ci sont dépendantes de SGT1 mais non de EDS1. 

En dehors de ces résultats soumis à publication, l’étude de Pv33 a été prolongée au cours de la thèse. 

La plupart des approches qui vont être décrites à la suite de ce manuscrit n’ont pas encore 

amené leurs conclusions et soulèvent beaucoup de questions. Globalement, la localisation cellulaire 

de Pv33 a été étudiée plus finement et la recherche des interactants de Pv33 a été initiée. La recherche 

des cibles est une étape incontournable pour mieux comprendre le rôle d’un effecteur dans le pouvoir 

pathogène. Grâce à l’étude des interactants candidats, il est escompté d’identifier les bases 

moléculaires de la mort cellulaire induite par Pv33 et par extension son rôle dans la virulence de P. 

viticola. 

2.1 Résultats 

2.1.1 Recherche des interactants de Pv33 

Pour identifier les possibles cibles de Pv33, les interactants de Pv33 ont été recherchés par 

immunoprécipitation (IP). Pour cela, une construction de la protéine marquée par la protéine 

fluorescente dans le jaune mCitrine et le tag FLAG, mCitrine-FLAG-33∆sp, a été réalisée par le Dr. E. 

Evangelisti au Sainsbury Laboratory Cambridge. Après expression chez N. benthaliana par 

agroinfiltration foliaire, les protéines sont extraites et la citrine est précipitée à l’aide de billes liées à 

des anticorps, retenant Pv33 et ses interactants avec elle. Un Western Blot anti-FLAG permet de 

vérifier la correcte précipitation de la protéine taguée. Les protéines sont ensuite digérées à la Trypsine 

et les peptides sont ionisées, puis séparés et détectés par un spectromètre de masse (Figure 51). Les 

peptides sont identifiés par le logiciel Scaffold à partir de la base de données UniProt.  

Les expériences d’IP avec mCitrine-FLAG-33∆sp, réalisées par le Dr. Evangelisti, on conduit à 

l’identification de 201 protéines candidates. Des nombreux projets de recherche de l’équipe du 

Sainsbury Laboratory se sont orientés dans la recherche des interactants d’effecteurs de pathogènes 
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de plantes par immunoprécipitation. Grâce à leur savoir-faire, ils ont pu constituer un catalogue de 

protéines qui apparaissent de façon récurrente dans les différentes expériences 

d’immunoprécipitation. À l’aide de ce catalogue, j’ai procédé à l’identification et l’élimination des faux 

positifs de ma liste de candidats, c’est-à-dire l’élimination des protéines qui sont retenues aux billes, à 

l’anticorps anti-Citrine ou à l’effecteur de façon aspécifique. Ce premier filtre a permis d’éliminer 99 

protéines qui par le passé sont apparues dans les immunoprécipitations d’au moins deux effecteurs. 

Ce sont potentiellement de faux positifs ou des interactants aspécifiques. Ensuite il a été nécessaire 

d’établir des priorités pour les 102 protéines candidates restantes. Pour cela, trois critères ont été 

suivis pour classer les protéines comme non-prioritaires :  

 Les protéines qui ont une localisation chloroplastique ou mitochondriale : 16 protéines 

sont concernées. 

 Les protéines qui sont retrouvées dans l’IP d’au moins un autre effecteur : 32 protéines 

sont concernées. 

 Les protéines qui appartiennent à une famille protéique dont une autre protéine a été 

identifiée dans l’IP d’un autre effecteur : 33 protéines sont concernées. 

 

Après cette priorisation, 21 protéines candidates ont été retenues et qualifiées de 

potentiellement spécifiques (Figure 52). Parmi elles, trois sont des protéines nucléaires et présentent 

donc la même localisation cellulaire que Pv33 : l’histone-lysine N-methyltransferase SUVH1, le facteur 

de transcription trihelix GTL1-like et RPN9, qui intervient dans la dégradation protéique. 

RPN9 appartient au complexe protéique appelé protéasome 26S qui peut être localisé dans 

le cytosol et le noyau. Ce complexe est en charge de la dégradation des protéines mal repliées (Jin et 

al., 2006; Smalle and Vierstra, 2004). Seize composantes du protéosome ont été détectées dans les 

201 protéines identifiées par l’IP de Pv33. Cependant, beaucoup de sous-unités du protéasome 26S 

sont détectées dans les IP de 4 autres effecteurs, ce qui nous conduit à penser que RPN9 doit être un 

faux positif qui est passé entre les mailles du filet du tri. 

GTL1 est un facteur de transcription qui a été montré comme étant impliqué dans la 

régulation de la tolérance au stress hydrique, la croissance cellulaire et l’immunité végétale (Breuer et 

al., 2009; Yoo et al., 2010; Völz et al., 2018). Une récente publication montre que GTL1 fait partie de 

la cascade de signalisation MPK4, il a un impact important sur le métabolisme et le transport de l’acide 

salicylique et participe à la résistance contre la bacterie P. syringae (Völz et al., 2018).  

SUVH1 est une histone méthyle-transférase qui appartient à la sous famille de SU(VAR)3-9. 

La méthylation des histones implique des modifications importantes de la structure de l’ADN et de son 



Figure 51 : Procédure pour iden� fi er les interactants de Pv33.  
La construc� on mCitrine:FLAG-33∆sp est exprimée dans N. benthamiana à l’aide d’A. tumefaciens.  
Les protéines sont extraites et immunoprécipitées : Pv33 et ses interactants sont retenus à l’aide 
d’un an� corps an� -GFP. Les protéines éluées sont ensuite dénaturées, séparées par SDS-PAGE et 
digérées à la Trypsine. La présence de l’eff ecteur est confi rmée par Western Blot à l’aide d’an� corps 
an� -FLAG. Les pep� des sont ensuite ionisés et séparés au spectromètre de masse en fonc� on de leur 
rapport masse/charge (m/z). Le détecteur conver� t les impacts en courant éléctrique représenté par 
un spectre de masse. Ces pep� des sont ensuite iden� fi és à l’aide du logiciel Scaff old à par� r de la 
base de données Uniprot.
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32 protéines candidates 
iden� fi ées une fois 

chez un autre eff ecteur
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6 protéines non-caractérisées NA NA
Asparagine synthetase 2 Biosynthèse Cytosole
histone-lysine N-methyltransferase, SUVH1 Régulateur de la chroma� ne Noyau
1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-coa synthase Biosynthèse Peroxysome

RPN9 Dégrada� on protéique Peroxysome/
Cytosole/ Noyau

S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase Biosynthèse NA
Adenosine kinase Biosynthèse NA
trihelix transcrip� on factor GTL1-like Régula� on expression Noyau
Aspartokinase Biosynthèse NA
ABC transporter F family member 1-like Transport protéique MP
Aspartyl protease family protein 2-like Biosynthèse Paroi 
Beta-adap� n-like protein Transport protéique Golgi
Papain-like cysteine proteinase 6 Dégrada� on protéique Vacuole/Lysosome
Formate--tetrahydrofolate ligase Biosynthèse Cytosole
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Ap-1 complex subunit gamma-2 Trasnport protéique Golgi
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 détectées pour 

d’autres eff ecteurs (n>2)

Figure 52 : Iden� fi ca� on des interactants candidats de Pv33.  
La recherche d’interactants est eff ectuée parmi les 201 protéines iden� fi ées par spectrométrie 
de masse. Une sélec� on basée sur les faux posi� fs obtenus chez d’autres eff ecteurs a permis de 
restreindre la liste à 102 protéines. Un second tri a permis d’iden� fi er 23 protéines candidates qui 
sont présentées sous forme de tableau. La localisa� on et la fonc� on biologique ont été recensées à 
l’aide d’Uniprot. MP : membrane plasmique.
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Figure 53 : Pv33 localise au nucléole et aux foyers nucléaires. Observation par microscopie 
confocale de feuilles agroinfiltrées avec une construction permettant l’expression transitoire de 
mCitrine:FLAG:47∆sp à 2 jpa. Pour chaque ligne, une image en fluorescence jaune (mCitrine :FLAG 
:47∆sp) ou rose (plastes), une image en contraste interférentiel différentiel (DIC) et une image 
superposant la fluorescence et le DIC sont montrées. Barre d’échelle : 15 μm. Images obtenues par E. 
Evangelisti. 
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activité transcriptionnelle. Les histones se regroupent en nucléosomes, structures autour desquelles 

s’enroule l’ADN. La méthylation de leurs histidines ou de leurs lysines par l’ajout d’un à trois 

groupements méthyle modifie leur interaction avec l’ADN. En fonction des acides aminés modifiés, il 

peut y avoir déroulement ou ré-enroulement des brins d’ADN. SUVH1 ajoute des groupements 

méthyle spécifiquement sur l’histone 3 au niveau de la lysine 9 (H3K9), cette modification est associée 

à une conformation en hétérochromatine et à la répression génique (Rea et al., 2000). Une étude 

récente montre que les SUVH1 peuvent également être impliquées dans la méthylation H3K4 

favorisant cette fois ci l’expression génique (Li et al., 2016).  

Les candidats GTL1 et SUVH1 deviennent particulièrement intéressants à la lumière des 

observations plus fines de la localisation de Pv33 tagué avec le marqueur Citrine, dont le signal est 75% 

plus puissant que la GFP (Day and Davidson, 2009). La construction mCitrine-FLAG-33∆sp a permis de 

confirmer que le signal nucléaire est plus fort au niveau du nucléole et aussi d’observer un signal dans 

des foyers nucléaires (Figure 53), des structures associées à des régions à haute activité 

transcriptionnelle. Cette localisation dans le noyau pourrait donc s’expliquer par l’interaction avec un 

facteur de transcription ou une enzyme régulatrice de la transcription. 

Par ailleurs, lors des différentes observations microscopiques pour étudier la localisation 

cellulaire de Pv33 nous avons observé dans le cytoplasme des signaux punctiformes mobiles d’environ 

1 µm qui suivent les déplacements du cytoplasme dans les espaces entre la vacuole et la membrane 

plasmique. Leur répartition est homogène dans le cytoplasme et leur déplacement est visible en temps 

réel. Une version statique de ces signaux peut être observée dans la Figure 54. 

Étude du rôle de SUVH1 dans la mort cellulaire induite par Pv33 chez N. benthamiana 

Pour valider l’implication de SUVH1 dans la mort cellulaire induite par Pv33 nous avons 

abordé la confirmation de l’interaction entre les deux protéines par Co-Immunoprecipitation (Co-IP) 

et l’étude de l’effet de l’absence de SUVH1 sur l’induction de la mort cellulaire. Ce projet est mené en 

collaboration avec l’équipe du Sainsbury Laboratory de Cambridge ; les expériences de Co-IP ont été 

prises en charge par l’équipe de Cambridge et nous avons réalisé les expériences de suppression de 

l’expression de SUVH1. 

L’expression de SUVH1 a été éteinte grâce à la technique du VIGS (Virus Induced Gene 

Silencing). Le VIGS se base sur l’utilisation d’un vecteur viral dérivé du Tobacco Rattle Virus (TRV). Un 

segment court (100-300 nt) du gène ciblé est cloné dans le TRV et le clone résultant utilisé pour infecter 

la plante. Les ARNs double brin produits pendant l’infection virale déclencheront les systèmes de 

silencing qui cibleront le fragment cloné et par extension l’ARNm endogène du gène ciblé chez la plante 

(Liu et al., 2002; Velásquez et al., 2009; Zhang and Liu, 2014). 



Figure 54 : Localisation de Pv33 avec son peptide de sécrétion dans N. benthamiana. (A à C) 

Observation par microscopie confocale de feuilles agroinfiltrées avec la constrcution 33FL-GFP à 2 jpa.
(C) est un zoom des clichés de (B). Pour chaque ligne, une image en fluorescence verte (33FL-GFP) ou 
rouge (plaste), une image en contraste interférentiel différentiel (DIC) et une image superposant la 
fluorescence et le DIC sont montrées. Barres d’échelle : 10 μm (pour les clichés de C) et 24 μm (pour 
les clichés de A et B). 
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Le génome de N. benthamiana présente deux copies de SUVH1. Deux constructions ont été 

donc réalisées, siSUVH1_1 et siSUVH1_2, une spécifique pour un des gènes et l’autre ciblant les deux 

versions du gène. Des plantules de N. benthamiana ont été infectées avec les vecteurs viraux et trois 

semaines plus tard 33∆sp a été exprimé dans les tissus siSUVH1. Les résultats de ces expériences ont 

montré que la mort cellulaire était toujours présente (Figure 55). L’absence de SUVH1 ne semble pas 

avoir un impact dans la mort cellulaire induite par Pv33. Cependant, pour pouvoir valider ces résultats 

il faudrait vérifier la suppression de l’expression de SUVH1 par qRT-PCR. 

2.1.2 Impact d’un encombrement N-terminal de Pv33 sur la mort cellulaire 

Différentes constructions de Pv33 ont été réalisées au cours de la thèse : avec ou sans son 

peptide de sécrétion, fusionnée à un peptide de sécrétion de plante, fusionnée aux marqueurs 

fluorescents GFP ou Citrine. L’apparition de mort cellulaire associée et la localisation cellulaire 

correspondant à ces constructions sont résumées dans la Figure 56. La présence de la GFP à l’extrémité 

C-terminal ne semble pas interférer avec l’apparition des symptômes. En revanche, il apparait que la 

mort cellulaire associée à Pv33 n’a pas lieu lorsque le gène est entier ou associé à la Citrine, et cela 

malgré la localisation au noyau de la version taguée avec la Citrine. L’encombrement au niveau N-

terminal par un marqueur ou le signal de sécrétion semble donc avoir un effet sur l’induction de la 

mort cellulaire.  

2.2 Discussion 

Les résultats de la première section de ce chapitre ont été discutés dans le cadre de l’article 

soumis à publication. Ici, je discute les résultats présentés dans la deuxième section mais je reprends 

aussi la discussion d’une partie des résultats de l’article, le format limité de ce dernier n’a pas permis 

certains développements. 

Pour rappel, la publication soumise présentait l’identification d’une famille de protéines 

sécrétées de P. viticola portant le domaine WY C-terminal caractéristique des effecteurs RXLR mais 

auxquelles manquait ce dernier motif en N-terminal. Parmi ces séquences, Pv33 a été étudié plus en 

détail. L’expression de Pv33 sur Nicotianeae ou vigne induit des nécroses. Ces nécroses associées sont 

dépendantes de SGT1 mais pas de EDS1. Une localisation nucléaire de Pv33 est requise pour l’induction 

de la mort cellulaire. Au vu de l’éloignement phylogénétique des plantes qui répondent à Pv33, il est 

vraisemblable que ces nécroses ne dépendent pas d’une reconnaissance directe de Pv33 dans la cellule 

végétale.  

Un effecteur RXLR au profil similaire a récemment été décrit chez P. parasitica ; son 

expression induit des nécroses dépendantes de SGT1 chez un large éventail de plantes hôtes comme 



Figure 55 : L’inhibi� on de l’expression de SUVH1 n’empêche pas la mort cellulaire liée à Pv33 ni 
sa localisa� on nucléaire. (A) Image représenta� ve de la mort cellulaire observée sur des feuilles de 
N. benthamiana silencées par TRV. siSUVH1-1 et siSUVH1-2 sont deux construc� ons diff érentes qui 
ciblent SUVH1. TRV2 est le contrôle avec un vecteur vide. Les photographies sont réalisées 5 jours 
après infi ltra� on d’A. tumefaciens porteuses de la construc� on pour l’expression cons� tu� ve de Pv33 
sans son pep� de signal (33∆sp) et avec (33FL). Les photographies sont prises face supérieure à la 
lumière blanche et face inferieure en lumiere bleue. L’expériementa� on a été réalisée sur trois lots 
diff érents (N=12) (B) Observa� on par microscopie à épifl uorescence de feuilles silencées pour SUVH1 
agroinfi ltrées avec la construc� on 33∆sp-GFP à 2 jpa. Pour chaque ligne, une image en fl uorescence 
verte (33∆sp-GFP), une image en contraste interféren� el diff éren� el (DIC) et une image superposant 
la fl uorescence et le DIC sont montrées. Barre d’échelle : 50 μm.
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Figure 56 : Localisa� on cellulaire et symptômes des diff érentes construc� ons de Pv33 sur N. 
benthamiana. Image représenta� ve de la mort cellulaire observée sur des feuilles de N. benthamiana 
qui expriment les diff érentes construc� ons de Pv33. Les photographies sont réalisées 5 jours après 
infi ltra� on d’A. tumefaciens porteuse des construc� ons de Pv33 : 33FL, 33∆sp,  33FL-GFP, 33∆sp-GFP, 
mCitrine-FLAG-33∆sp, SPPR1-mCitrine-FLAG-33∆sp (dans l’ordre). 
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des Solanaceae et A. thaliana (Huang et al., 2018). Ce sont des cas encore rarement décrits, mais ces 

données montrent que des effecteurs de pathogènes peuvent cibler des processus essentiels et 

universels au règne végétal.  

Pv33 localisé au noyau, au nucléole et sur des foyers nucléaires 

Pv33 fusionné à des protéines fluorescentes est observé dans le noyau, avec des marques 

visibles sur le nucléole et des foyers nucléaires. Ce n’est pas la première fois qu’un effecteur est détecté 

dans les noyaux de la cellule hôte. Cette situation a été décrite dans un large nombre d’agents 

pathogènes : bactéries (Choi et al., 2017), oomycètes (Caillaud et al., 2012; Boevink et al., 2016; Wang 

et al., 2018b), nématodes (Jaouannet et al., 2012; Hewezi et al., 2015) et champignons (Robin et al., 

2018). Chez les oomycètes, une famille entière d’effecteurs est concernée par cette localisation ; ce 

sont les CRN (Schornack et al., 2010) et leur présence est quasi-systématiquement liée au 

déclenchement de la mort cellulaire. 

De nombreux processus nucléaires sont liés à l’immunité végétale et composent alors des 

cibles pour les effecteurs de phytopathogènes. Parmi ces mécanismes se trouvent le transport 

nucléaire, les différents types de contrôle de la transcription, la méthylation et l’acétylation des 

histones, le contrôle des étapes post-transcriptionnelles (Motion et al., 2015). Par exemple, les 

effecteurs d’A. tumefaciens VirD2 et VirE2 interagissent avec le transport nucléaire pour permettre 

l’import de l’ADN-t bactérien. D’autres effecteurs bactériens sont suspectés d’être capables d’induire 

directement des cassures dans l’ADN de la plante hôte (Song and Bent, 2014). Des effecteurs de 

différents types de pathogènes sont capables de se lier à l’ADN et de participer à la reprogrammation 

de l’expression génique (Song et al., 2015; Ahmed et al., 2018). Parmi les plus connus figurent les 

effecteurs bactériens activateurs de la transcription (TAL) qui agissent comme des facteurs de 

transcription (Mukaihara et al., 2010), dont un exemple est l’effecteur bactérien de X. campestris 

AvrBs3 (Kay et al., 2007). L’effecteur de P. infestans Pi03192 cible deux facteurs de transcription, NTP1 

et NTP2, et empêche leur déplacement vers le noyau (McLellan et al., 2013). Ce ne sont que quelques 

exemples, mais ils démontrent l’importance et les multiples formes des perturbations de l’activité 

nucléaire dans la virulence des agents pathogènes. 

Pv33 est rassemblé en foyers dans le noyau, ce qui laisse présager une liaison de l’effecteur 

à une protéine ou un complexe protéique plutôt qu’une fixation directement sur l’ADN, une idée 

appuyée par l’absence de domaine de liaison à l’ADN sur la séquence de Pv33. Parmi ces foyers, le plus 

reconnaissable est le nucléole. C’est un sous-compartiment du noyau où la chromatine est condensée 

en hétérochromatine mais où l’activité transcriptomique est active. Le nucléole est reconnu comme 

étant le lieu de synthèse des ARN ribosomiques et la biogénèse de ribosomes, mais il a également été 

décrit comme intervenant entre autres dans la régulation du développement végétal, de la réponse 
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aux stress biotiques et abiotiques, et de l’activité des télomèrases (Kalinina et al., 2018). Le nucléole 

constitue une cible dans les stratégies d’infection de différents pathogènes. Le cas le mieux caractérisé 

est celui des virus qui sont capables de recruter des protéines du nucléole pour accomplir leur 

réplication (Hiscox, 2007). Des effecteurs fongiques, bactériens, d’oomycètes et de nématodes à kyste 

ont été montrés comme localisant dans le nucléole et perturbant la mise en place des défenses (Jones 

et al., 2009; Dean et al., 2010; Caillaud et al., 2013; Boevink et al., 2016; Ahmed et al., 2018; Bierne 

and Cossart, 2012), mais les mécanismes sont en général mal compris et méritent d’être étudiés plus 

en profondeur. L’effecteur RXLR HaRxL44 de H. arabidopsidis a une localisation au nucléole et dans 

des foyers nucléaires qui rappelle beaucoup celle de Pv33. Il interagit avec une sous-unité de Mediator, 

un complexe protéique qui permet la liaison entre les régulateurs de la transcription et l’ARN 

polymérase II. HaRxL44 conduit à la dégradation de la sous-unité MED19a, ce qui amène une 

perturbation de l’équilibre des hormones impliquées dans la défense et diminue la résistance de A. 

thaliana à l’oomycète (Caillaud et al., 2013). Le fait que HaRxL44 et Pv33 présentent un même profil 

dans leurs localisations nucléaires laisse penser que Pv33 cible des sites précis de l’expression génique. 

Le mode de transport de Pv33 au noyau reste inconnu 

Le transport au noyau se fait via les pores nucléaires, c’est un transport passif pour les ions, 

les acides aminés et les protéines de petit poids moléculaire. Pour les molécules de poids moléculaire 

supérieur à 44 kDa, l’importation au noyau nécessite chez les eucaryotes la reconnaissance d’un motif 

NLS (Nuclear Localization Signal) au sein de la séquence protéique (Kuersten et al., 2001; Pierre et al., 

2014). Ce signal est reconnu par liaison à l’importine-α qui s’associe ensuite à l’importine-β et permet 

l’import dans le noyau. Cependant elle ne semble pas être l’unique mode d’accès au noyau. Il a été 

montré que chez la levure 40% des protéines qui sont transportées au noyau ne possèdent pas de NLS 

(Lange et al., 2007). Pv33 sans son peptide signal a un poids moléculaire de 47 KDa, qui monte à 74 

KDa dans la version taguée avec la GFP, mais aucune NLS connue n’a été détectée dans la séquence de 

Pv33. Il est donc possible que son import au noyau soit indépendant de l’importine-α. Il est également 

imaginable que Pv33 se lie à une protéine qui possède une NLS. Pour vérifier l’implication du système 

d’importation traditionnelle, il serait possible d’utiliser l’approche mise en place pour étudier 

l’importation nucléaire de Nuk6, Nuk7 et Nuk12. Ce sont trois effecteurs de P. infestans qui ont été 

exprimés transitoirement sur des feuilles de N. benthamiana dont la production de deux importines a 

été stoppée préalablement par VIGS. Deux des trois effecteurs ont vu leur importation diminuée 

démontrant l’utilisation du système d’import nucléaire végétal par des effecteurs d’oomycète 

(Kanneganti et al., 2007). De surcroit, l’import d’un de ces effecteurs est donc indépendant des 

importines. Par ailleurs, un deuxième type de signal de localisation nucléaire récemment décrite chez 
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l’oomycète P. sojae (Fang et al., 2017) pourrait être responsable du transport de Pv33 au noyau, mais 

le motif ne semble pas être présent dans sa séquence.  

Une deuxième localisation possible pour Pv33 ? 

La localisation principale de Pv33 est le noyau. Cependant, des points mobiles de petite taille 

sont visibles lorsque Pv33 est exprimé marquée par la GFP. La taille des signaux de fluorescence de 

Pv33 et leur nombre pourrait s’identifier avec plusieurs organites : les peroxysomes, les lysosomes, les 

mitochondries, des petites vésicules, l’appareil de Golgi. L’importante mobilité des points et leur 

vitesse de déplacement laissent supposer leur suspension dans le cytoplasme plutôt qu’un 

rattachement à un structure stable comme c’est le cas pour les vésicules du système sécrétoire, qui 

elles s’accrochent sur le cytosquelette d’actine. S’agit-il d’un signal artefactuel ? Ou une seconde 

localisation révélatrice de la fonction de Pv33 ? Ce n’est pas la première fois qu’un effecteur possède 

une double localisation dont une nucléaire et l’autre dans un petit compartiment du cytosol. Ceci a été 

décrit pour l’effecteur PST02549 du champignon de la rouille du blé. Son marquage révèle une 

accumulation dans le noyau et les corps-P (P-bodies) (Petre et al., 2016), des complexes protéiques 

cytoplasmiques qui sont impliqués dans la dégradation des ARNm. Un effecteur de P.infestans rappelle 

également Pv33 par sa double localisation simultanée. Pi16663, appelé aussi Avr1, est retrouvé dans 

le noyau et dans de petits points mobiles identifiés comme des péroxysomes (Wang et al., 2018b). 

Le profil du peroxysome concorde avec ces signaux punctiformes : petits, ronds, avec des 

tailles qui varient entre <0.5 à 2 µm (Muench and Mullen, 2003; Nelson et al., 2007). Les observations 

de peroxysome marqué décrites dans différentes études rappellent énormément les signaux obtenus 

avec Pv33. Il faut savoir également que parmi les interactants candidats spécifiques de Pv33 identifiés 

par immunoprécipitation figure PEX14, une protéine présente sur la membrane du peroxysome qui 

participe à sa machinerie d’import.  

Les peroxysomes hébergent de nombreux processus métaboliques qui contribuent à 

l'immunité des plantes, comme la biosynthèse de l’acide jasmonique (JA) ou la production de ROS 

(Kaur et al., 2009). Chez A. thaliana, il a été montré que c’est le lieu de l'activation des enzymes de 

biosynthèse des indole-glucosinolates, qui limitent la croissance de nombreux champignons 

pathogènes (Hiruma et al., 2010). Il semble donc logique de retrouver des effecteurs qui ciblent ce 

compartiment. Par exemple, trois effecteurs du champignon Colletotrichum higginsianum exprimés 

dans la phase biotrophe ciblent les peroxysomes lorsqu’ils sont exprimés marqués avec une protéine 

fluoescente chez N. benthamiana (Robin et al., 2018). Cependant pour pénétrer dans le peroxysome 

il est nécessaire d’être pourvu d’un signal d’adressage, dont les mieux caractérisées sont PTS1 et PTS2 

(de l’anglais Peroxysomal Targeting Signal) (Glover et al., 1994; Neuberger et al., 2003a, 2003b). Pv33 

ne présente pas ce type de signal. Cependant, cette information ne semble pas être rédhibitoire, car 
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un des deux effecteurs de C. higginsinianum cités ci-dessus n’en possède pas non plus. Comme pour 

la localisation au noyau, il existe la possibilité que des effecteurs puissent pénétrer dans le peroxysome 

en s’associant à des protéines végétales qui possèdent les signaux. 

Pour confirmer ou infirmer une identité peroxysomale des points observés avec Pv33 marqué 

à la GFP, il serait nécessaire de co-exprimer 33∆sp-GFP avec une protéine fluorescente auquel le signal 

d’adressage Ser-Lys-Leu aurait été ajouté en C-terminal de façon à marquer le peroxysome (Reumann, 

2004; Wang et al., 2018b; Nelson et al., 2007). Le cas échéant, la vérification par une approche 

similaire devra être élargie à d’autres compartiments subcellulaires de taille proche.  

Des protéines nucléaires comme interactants candidats de Pv33 

Pour mieux comprendre la fonction de Pv33, ses cibles ont été recherchées par 

immunoprécipitation. Une fois des interactants spécifiques identifiés, il est nécessaire de confirmer les 

interactions par Co-IP. Deux interactants candidats ont été choisis en priorité pour cette validation, le 

facteur de transcription GTL1 et l’histone méthyle-transferase SUVH1. Même si les interactions restent 

à valider, le rôle éventuel de ces protéines dans les interactions plante-agent pathogène est discuté ci-

dessous. 

GTL1 est un facteur de transcription de type Trihelix. Une publication récente montre que 

GTL1 participe au mécanisme de résistance contre P. syringae chez Arabidopsis , en particulier à la 

régulation du SA au niveau de son métabolisme et de son transport (Völz et al., 2018). Le SA est une 

hormone décrite comme impliqué dans la résistance aux agents pathogènes biotrophes et 

hémibiotrophes et il est fréquemment utilisé comme marqueur de l’activation des défenses (Gauthier 

et al., 2014). Chez la vigne, quelques heures après inoculation de P. viticola le niveau de SA ainsi que 

l’expression de gènes de défense associée augmente (Guerreiro et al., 2016). Considérant ces 

informations, le métabolisme du SA semble une bonne cible pour un effecteur de P. viticola. Ces 

données laissent penser que GTL1 est impliqué dans certaines voies de défense. 

L’histone méthyle-transférase SUVH1 a été le premier interactant candidat nucléaire de Pv33 

investigué pendant la thèse en raison de l’originalité de l’éventuelle interaction. Des effecteurs 

bactériens (Ma et al., 2011), d’oomycètes (Kong et al., 2017; Li et al., 2018a) ou de nématodes 

(Vijayapalani et al., 2018) ont déjà été montrés capables de perturber l’acétylation des histones et la 

méthylation de l’ADN (Motion et al., 2015). Ces deux modifications, comme la méthylation des 

histones, perturbent la condensation de l’ADN et par ce fait l’expression génique. Cependant aucun 

effecteur n’a, à l’heure actuelle, été décrit comme capable de perturber la méthylation des histones. 

Il est pourtant raisonnable de penser que ce processus universel puisse être ciblé par les effecteurs. 

L’unique cas décrit est chez l’agent pathogène bactérien des mammifères Chlamydia trachomatis, dont 
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un effecteur mime les histone-méthyltranfèrases en méthylant les histones H2B, H3 et H4 (Pennini et 

al., 2010).  

Le remodelage de la chromatine modifie l’accès des facteurs de transcription aux 

promoteurs. Ce phénomène fait aussi partie des mécanismes de régulation de l’épigénétique qui 

permettent la transmission de caractères à la descendance sans modification de la séquence 

nucléotidique. (Zilberman, 2008). La méthylation d’une histone active ou inhibe l’expression génique 

en fonction de la position du groupement méthyle : sur les lysines 9 et 27, la méthylation est 

répressive, sur les lysines 4 et 36 elle est activatrice. L’effet varie également si un, deux ou trois 

groupements méthyles sont ajoutés. Le remodelage de la chromatine est un des moyens de réguler la 

transcription des gènes qui a été montré comme impliqué dans les défenses végétales. Nombreux sont 

les articles qui décrivent l’importance de la méthylation des histones dans la résistance des plantes et 

l’expression de gènes comme des récepteurs de type NBS-LRR, les facteurs de transcription WRKY ou 

la signalisation hormonale (Alvarez-Venegas et al., 2006; Bourque et al., 2011; Ding and Wang, 2015; 

Ding et al., 2012; Motion et al., 2015; Ramirez-Prado et al., 2018). Par exemple, il a été montré que 

des histone-méthyletransférases d’A. thaliana régulent l’immunité impliquée dans la PTI, ETI et la SAR 

(Lee et al., 2016).  

Concernant SUVH1, cette enzyme est connue pour méthyler H3K9. Il s’agit une méthylation 

répressive associée principalement à l’hétérochromatine constitutive, située au niveau des télomères, 

du centromère et aussi associée à des transposons (Jackson et al., 2004). La fusion traductionnelle au 

gène marqueur GFP permet de localiser SUVH1 en foyers d’hétérochromatine dans les noyaux 

d’A.thaliana (Naumann et al., 2005), une disposition qui n’est pas sans rappeler les observations de 

Pv33 marqué. Quelques liens ont été montrés entre SUVH1 et l’immunité végétale (Soppe et al., 2002; 

Du et al., 2015a). En accord avec cette hypothèse, la déméthylase JMJ27, capable d’enlever les 

groupements méthyles sur H3K9 ajoutés par SUVH1, a été décrite comme un intervenant positif dans 

l’immunité végétale : son absence augmente la sensibilité d’A. thaliana à P. syringae DC3000 et 

compromet l’expression de gènes PR (Dutta et al., 2017). 

Les résultats des expériences de gene-silencing de SUVH1 chez N. benthamiana montrent 

que la mort cellulaire induite par Pv33 n’est pas dépendante de la présence de SUVH1, suggérant que 

ce n’est pas cette interaction qui est à l’origine de la nécrose. Si les résultats de Co-IP confirment 

l’interaction, cela supposera que Pv33 modifie potentiellement d’autres voies nucléaires qui 

maintiennent le déclenchement de la mort cellulaire. Alternativement, la redondance fonctionnelle 

entre méthyl-transférases pourrait faire que Pv33 trouve une autre cible en absence de SUVH1. 

Finalement, il faut tenir compte que la suppression de l’expression de SUVH1 dans ces expériences 

reste à valider. 
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Il serait intéressant de vérifier l’implication de SUVH1 dans l’interaction entre la vigne et P. 

viticola. Il est aujourd’hui possible de bloquer l’expression de SUVH1 chez la vigne à partir de la 

technologie CRISPR/Cas9 (Nakajima et al., 2017), mais cette approche est difficile à mettre en place 

et, en autre, éteindre SUVH1 chez la vigne peut être lourd de conséquences pour le développement 

végétal. Il serait cependant possible de transposer ce test sur des modèles végétaux plus faciles à 

transformer comme N. benthamiana ou A. thaliana, et de faire en sorte que cette suppression soit 

inductible. 

La sécrétion de Pv33 par les cellules végétales 

Pv33 induit la mort cellulaire seulement quand il est exprimé sans son peptide signal, 

suggérant que la sécrétion de la protéine hors de la cellule empêche l’induction de la mort cellulaire. 

La prise en charge du peptide de sécrétion de Pv33 par les tissus végétaux a été vérifiée grâce à 

l’utilisation de la Bréfeldin A (BFA). La BFA est une molécule produite par le champignon Penicillium 

brefeldianum capable de bloquer la formation de vésicules à l’appareil de Golgi. Les voies de recyclage 

de matériel dépendant des vésicules de type COPI entre les RE et les saccules cis/médianes du Golgi 

sont ainsi inhibées. Par ce blocage, les faces trans du Golgi s’accumulent et deviennent visibles par 

microscopie sous la forme de BFA Body (Lippincott-Schwartz et al., 1989). Ces BFA body 

caractéristiques sont observés après expression et traitement de tissus foliaires de N. benthamiana 

qui expriment transitoirement la GFP fusionnée avec le peptide de sécrétion de Pv33 (Figure 4, article 

soumis). Si la prise en charge du peptide de sécrétion de Pv33 a été vérifiée, ceci n’est pas le cas pour 

la sécrétion de Pv33 entier. Une approche pour confirmer la sécrétion de Pv33 consiste à rechercher 

la présence des constructions protéiques dans l’apoplasme de N.benthamiana. Les fluides 

apoplastiques sont extraits à l’aide d’une solution saline et de la pression exercée par centrifugation 

et les protéines détectées par Western-blot (O’Leary et al., 2014). 

Il n’est pas nouveau de voir des protéines d’agent phytopathogènes emprunter les voies de 

sécrétion de cellules végétales suite une expression hétérologue. Ce phénomène a été observé pour 

certains effecteurs RXLR, comme par exemple le cas de Pi04314. Sa sécrétion dans l’apoplasme est 

observée grâce à un marquage mRFP après expression transitoire chez N. benthamiana (Wang et al., 

2017b, 2018b). Un autre exemple récent est BxSAPB1, un effecteur d’un nématode phytopathogène 

qui induit des nécroses lorsqu’il est présent dans l’apoplasme suite à son expression transitoire dans 

les feuilles de N. benthamiana (Hu et al., 2018). Ceci dit, il n’était pas certain que la prise en charge du 

peptide signal de Pv33 soit possible. En effet, certains exemples suggèrent que la sécrétion d’effecteurs 

cytoplasmiques serait différente de celle d’effecteurs apoplastiques et qu’elle ne suivrait pas une voie 

RE-Golgi conventionnelle (Petre and Kamoun, 2014; Wang et al., 2017b).  
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Comment un effecteur sans motif RXLR est-il internalisé dans les cellules hôte ? 

Pv33 présente le domaine WY et le motif dEER caractéristique des effecteurs de type RXLR, 

mais il lui manque le motif RXLR en N-terminal. Ce motif a été montré comme étant déterminant pour 

la translocation des effecteurs de cette famille dans les cellules hôtes (Whisson et al., 2007). Chez la 

seconde famille d’effecteurs intracellulaires, les CRNs, leur translocation nécessite le motif LXLFLAK 

dans le domaine N-terminal (Schornack et al., 2010). L’absence de motif conservé dans le domaine N-

terminal de Pv33 et les autres séquences obtenues chez P. viticola permet de s’interroger sur leur 

translocation dans les cellules hôtes. Il n’est pas à exclure que ces protéines puissent être sécrétées 

dans la matrice extra-haustoriale et y demeurer, comme c’est le cas pour les effecteurs apoplastiques, 

tels les inhibiteurs de protéases et de glucanases. 

Pv33 induit une nécrose des cellules dépendante de la localisation nucléaire de l’effecteur. 

Cette observation laisse supposer que Pv33 est bien transloqué à l’intérieur des cellules végétales au 

cours de l’infection. Cependant, arriver à connaitre si cette internalisation a vraiment lieu et si elle est 

dépendante ou non de l’agent pathogène apparait une tâche difficile à aborder. 

En effet, les mécanismes qui régissent d’internalisation des effecteurs RXLR est un sujet 

d’actualité chez les oomycètes. Au début, plusieurs études ont montré que la translocation des 

effecteurs RXLR dans la cellule végétale peut avoir lieu indépendamment de la présence de l’agent 

pathogène (Catanzariti et al., 2006; Dou et al., 2008; Kale et al., 2010), mais les approches 

d’internalisation et re-internalisation utilisées ont fait l’objet de controverse au sein de la communauté 

(Petre and Kamoun, 2014). Récemment, de nouvelles publications indiquent que la translocation 

serait plutôt dépendante de la présence de l’agent pathogène. Une première montre qu’il faut prendre 

en compte un clivage du motif RXLR et une modification du domaine N-terminal résultant, ayant lieu 

à l’intérieur de l’agent pathogène, pour permettre l’entrée de l’effecteur dans la cellule végétale 

(Wawra et al., 2017). Une seconde publication montre que l’effecteur RXLR Pi04314 de P. infestans, 

après avoir été exprimé avec son peptide signal chez N. benthamiana et sécrété dans l’apoplasme, 

n’est pas capable de rentrer dans la cellule végétale même en présence de P. infestans. La translocation 

de Pi04314 dans les cellules végétales est seulement observée quand il est sécrété par l’oomycète lui-

même via les haustoria (Wang et al., 2017b). D’après ces résultats, il semblerait que des modifications 

post-traductionnelles avant internalisation soient nécessaires. 

La production hétérologue de Pv33 marqué par la RFP et sa purification serait d’une grande 

aide pour répondre à la question de son internalisation dans les cellules de la plante. Le clonage du 

gène et la transformation de la levure P. pastoris sont en cours. Pv33 pourra ainsi être directement 

infiltré dans l’apoplasme des tissus foliaires à l’aide d’une seringue et sa localisation nucléaire ensuite 

recherchée par microscopie. La présence ou absence de signal nucléaire répondra à la question de 
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l’import dépendant ou non de l’agent pathogène. Pv33 est un effecteur intéressant pour réaliser ce 

test, car sa localisation concentrée dans l’espace nucléaire devrait être facilement détectable même 

en faible quantité. De plus, ces expérimentations peuvent se réaliser à la fois sur vigne et sur N. 

benthamiana. Finalement, il est envisageable d’inoculer un oomycète pathogène sur ces tissus infiltrés 

et ainsi évaluer l’éventuelle importance de la présence d’haustoria et de membrane différentiée EHM 

pour l’internalisation. Cette approche est cependant limitée physiquement car il faut une rencontre 

assez fréquente des protagonistes dans les tissus pour qu’une importation ait lieu. 

Dans le cas d’une internalisation dépendante de l’agent pathogène, nous nous heurtons à 

l’impossibilité de transformer P. viticola. Il n’est donc pas envisageable de suivre la sécrétion et 

l’internalisation de Pv33 marqué comme ça a été le cas pour les effecteurs RXLR PSE2 et PpE4 de P. 

parasitica et Pi04314 de P. infestans (Evangelisti, 2013; Huang et al., 2018; Wang et al., 2017b). L’idée 

de faire exprimer Pv33 marqué par un oomycète proche phylogénétiquement peut être également 

une possibilité dans l’espoir où les processus de sécrétion soient conservés.  

2.3 Conclusion 

Dans ce chapitre j’ai décrit une famille de protéines sécrétées de P. viticola qui présentent 

les motifs dEER et domaines WY caractéristiques des effecteurs de type RXLR, mais qui n’ont pas le 

motif donnant son nom à la famille. Ces caractéristiques nous font considérer cette famille de 

protéines comme des effecteurs candidats. L’un d’entre eux, nommé Pv33, induit une mort cellulaire 

chez la plante qui est dépendante de sa localisation dans le noyau des cellules végétales. Ces résultats 

suggèrent que ce type d’effecteurs candidats doit être pris en compte lors de la caractérisation du 

complément d’effecteurs des oomycètes phytopathogènes.  

Pv33 est principalement localisé dans le noyau, associé au nucléole et à des foyers nucléaires, 

et deux interactants candidats sont potentiellement impliqués dans la régulation transcriptionnelle. 

Ces observations suggèrent que la fonction de Pv33 serait de modifier le transcriptome de la plante. 

Une fois validés les interactants nucléaires, il y a deux possibilités pour identifier les cibles génétiques 

potentielles de Pv33. La première est d’observer les variations au niveau du transcriptome entier de 

plante qui exprime l’effecteur, par exemple par puces à ADN ou RNA-Seq. La seconde serait d’essayer 

d’identifier les cibles génétiques. Cette approche est basée sur l’immuno-précipitation de la 

chromatine couplée au séquençage (Chip-seq). Les complexes d’interactants protéiques et nucléiques 

de Pv33 sont stabilisés (Cross-link), immunoprécipités et l’ADN obtenu est séquencé. 
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Figure 57 : Expression de l’eff ecteur candidat Pv47 sur V. vinifera cv. Syrah. Agroinfi ltra� on d’une 
construc� on perme� ant l’expression transitoire de l’eff ecteur candidat Pv47, sans son pep� de signal 
(47∆sp), dans des disques de feuille de V. vinifera cv. Syrah. L’expression transitoire de 33∆sp sans son 
pep� de signal (33∆sp) est u� lisée comme contrôle posi� f, la GFP et l’infi ltra� on du tampon comme 
contrôle néga� f. (A) Résultat macroscopique. Les photographies ont été réalisées 6 jours après 
agroinfi ltra� on. (B) RT-PCR semi-quan� ta� ve qui montre l’expression de VvHSR et de VvAc� ne, u� lisée 
comme référence. Chaque souche d’Agrobacterium porteuse de la construc� on testée est agroinfi ltrée 
sur 4 disques qui sont regroupés pour l’extrac� on d’ARN. L’expérience a été répétée 3 fois sur des lots 
de plantes diff érents. 
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Au cours de l’analyse des effecteurs de P. viticola, j’ai identifié 68 gènes qui présentent une 

forte similitude avec des effecteurs RXLR malgré l’absence de ce motif conservé et se caractérisent par 

la présence de motifs WY. L’un d’entre eux, Pv33, induit des réponses immunitaires chez les plantes. 

C’est pourquoi nous présumons un rôle d’effecteur pour cette famille de protéines. Outre Pv33, un 

second gène, qui apparait dans la publication du Chapitre 3 (Figure 2) sous le code s0324g36070 et 

que nous avons nommé Pv47, a été caractérisé. Pv47 se retrouve dans le même clade phylogénétique 

que Pv82 et Pv18, deux gènes clonés dans un vecteur d’expression et dont l’expression chez N. 

benthamiana et la vigne à l’aide de A. tumefaciens n’entraîne aucun symptôme macroscopique. Le 

gène Pv47 s’exprime fortement chez les spores germées de P. viticola et moyennement au cours de 

l’infection sur vigne, avec une expression plus forte à 72 hpi que à 48 hpi. Ce chapitre décrit les travaux 

d’analyse fonctionnelle de Pv47. 

1. Résultats 

1.1 Pv47 induit des réactions de défense chez les Nicotianeae. 

Pour évaluer la capacité de Pv47 à induire des réponses immunitaires chez les plantes, j’ai suivi 

la même stratégie que pour l’étude des gènes Pv33 et Pv44. 

Expression transitoire de Pv47 chez la vigne 

L’induction de défense en réponse à la présence de Pv47 chez la vigne a été vérifiée. Pour ce 

faire, l’effecteur Pv47 sans son peptide signal (47∆sp) a été cloné et exprimé chez la plante hôte V. 

vinifera cv. Syrah (Figure 57). Ces tests ont été réalisés en parallèle avec des disques transformés 

transitoirement par 33∆sp, GFP et infiltrés avec le tampon de resuspension des bactéries. 33∆sp 

déclenche une mort cellulaire sur 20 à 60 % des disques et a donc été utilisé comme témoin positif. À 

l’inverse, aucune nécrose n’a été observée sur les huit disques exprimant 47∆sp (Figure 57, A). 

L’accumulation de l’ARN de VvHSR, gène marqueur de la HR, a également été suivie par RT-PCR. 

Contrairement à 33∆sp, aucun signal n’est détecté suite à l’expression de 47∆sp (Figure 57, B). Ces 

résultats montrent que 47∆sp n’induit pas de mort cellulaire chez la vigne dans un contexte où la 

transformation transitoire est de faible efficacité. 

Expression transitoire de Pv47chez le tabac 

L’induction de défense en présence de Pv47 a été vérifiée chez d’autres modèles que la vigne, 

plus faciles à transformer transitoirement. Des variantes de Pv47 avec (47FL) ou sans (47∆sp) le peptide 

de sécrétion ont été exprimées sur trois espèces de Nicotiana : N. benthamiana, N occidentalis et deux 



47∆sp

Nico� ana
benthamiana

Nico� ana tabacum
cv. Pe� t Havana

47FL

Nico� ana 
occidentalis

Figure 58 : Expression de Pv47 sur Nico� ana spp. Agroinfi ltra� on d’une construc� on perme� ant 
l’expression transitoire de Pv47, sans son pep� de signal (47∆sp) et avec (47FL), dans des feuilles de 
N. benthamiana, N. occidentalis, N. tabacum cv. Havana et cv. Samsun. Les photographies ont été 
réalisées 5 jours après agroinfi ltra� on sous lumière blanche et sous lumière bleue. Les expériences ont 
été répétées 3 fois sur 6 plantes. Nd : Non déterminé. 
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cultivars de N. tabacum, cv. Samsun et cv. Petit Havana (Figure 58). L’expression transitoire de 47FL 

n’a déclenché de mort cellulaire chez aucune de ces plantes. Concernant 47∆sp, au premier abord 

aucun symptôme n’apparait suite à son expression chez N. benthamiana et N. occidentalis à 5 jpi ; en 

revanche sur N. tabacum une mort cellulaire très forte et rapide apparait dès 2 jpi. Le même résultat 

a été obtenu pour les deux cultivars de N. tabacum. 

Au fil de l’étude, il est apparu que des symptômes apparaissaient sur les feuilles de N. 

benthamiana exprimant 47∆sp. Des ilots nécrotiques, voire des nécroses, peuvent être observés 

aléatoirement sur un même lot de plantes. Il en est de même pour la production de phytoalexines 

associée, visible sous lumière bleue. Il a été remarqué que ces différences étaient particulièrement 

contrastées au cours de l’hiver. La (Figure 59) représente la variabilité visible macroscopiquement à 5 

jpa à partir d’un même lot de plantes transformées avec la même culture d’A. tumefaciens. Il 

semblerait que le niveau de réponse N. benthamiana à la présence de Pv47 varie en fonction d’autres 

facteurs environnementaux et/ou développementaux. 

Pv47 active la production d’H2O2 et de callose chez N. benthamiana 

Compte tenu de la difficulté à observer la mort cellulaire déclenchée par Pv47 chez N. 

benthamiana, des observations plus fines et plus précoces ont été réalisées pour vérifier l’activation 

des défenses végétales. Elles peuvent permettre de confirmer l’uniformité de la réponse. Pour cela, 

l’accumulation de l’espèce active de l’oxygène H2O2 et les dépôts de callose ont été suivis sur des 

disques foliaires de N. benthamiana exprimant 47∆sp (Figure 60). La production de l’H2O2 est révélée 

par un précipité brun après coloration au 3,3‟-diaminobenzidine (DAB). Le dépôt de callose est 

détectable grâce à une coloration au bleu d’aniline. Les observations ont été faites à 2 jpa et 3 jpa. Une 

coloration légère par le DAB est visible sur les disques exprimant 47∆sp à 2 jpa et disparait à 3 jpa 

(Figure 60). La coloration au bleu d’aniline a permis de détecter des signaux sur des ilots de cellules de 

l’épiderme le long des parois cellulaires (Figure 61). Des signaux sont nettement visibles au niveau des 

cellules du mésophylle et le long des nervures. Pv47 semble donc induire des réponses de défense 

chez N. benthamiana. Ces analyses préliminaires ont été réalisées sur un réplicat biologique et devront 

donc être répétées. 

1.2 Test de suppression de mort cellulaire par Pv47 chez N. benthamiana 

Le rôle généralement attribué aux effecteurs est de supprimer les réponses de défense de 

l’hôte telles que la HR. Pour vérifier cette caractéristique chez Pv47, la construction 47∆sp été 

exprimée transitoirement avec quatre inducteurs de mort cellulaire : le facteur d’apoptose de souris 

BAX, l’élicitine INF1, la toxine Nep2 de Botrytis cinerea et l’effecteur 33∆SP. Nep2 est un inducteur de 



Figure 59: L’agroinfi ltra  on de Pv47 amène des symptômes très variables sur N. benthamiana. 

Agroinfi ltraƟ on d’une même culture de cellules de A. tumefaciens contenant un vecteur portant 

l’eff ecteur candidat Pv47 sans son pepƟ de signal (47∆sp) dans des feuilles de N. benthamiana issues 

d’un même lot de producƟ on. GUS a été uƟ lisé comme contrôle négaƟ f. Les photographies ont été 

réalisées 5 jours après agroinfi ltraƟ on sous lumière blanche et sous lumière bleue.
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nécrose du champignon B. cinerea et Bax un inducteur d’apoptose de la souris. Les infiltrations de Pv47 

et des inducteurs de mort cellulaire ont été effectuées de façon séquentielle comme décrit dans le 

Chapitre 2 (Figure 62). 47∆sp seul ne bloque pas la mort cellulaire déclenchée par BAX. De même, 

47∆sp ne bloque pas la mort cellulaire d’INF1. Au contraire, la co-expression avec INF1 augmente la 

fréquence de la mort cellulaire de 25 %, ainsi que son intensité et la production de phytoalexines. En 

revanche, 47∆sp bloque efficacement la mort induite par Nep2 et par 33∆SP.  

En parallèle à ces expériences, et sur la base de l’efficacité de Pv47 pour supprimer la mort 

cellulaire de Pv33 et Nep2, j’ai étudié la capacité des effecteurs décrits dans le Chapitre 2 de supprimer 

la mort cellulaire induite par Nep2 et 33∆SP. Les résultats de ces expériences ont montré que la totalité 

des gènes testés ont été capables d’inhiber la mort cellulaire induite par Pv33 et Nep2. Face à ce 

résultat inattendu, j’ai cherché à écarter un possible effet du plasmide. Des tests avec des plasmides 

alternatifs ont donc été réalisés et ont montré que dès que le suppresseur candidat et l’inducteur de 

mort cellulaire sont clonés dans des plasmides identiques, on n’observe pas de mort cellulaire. Dans 

mon cas, Nep2, 47∆SP et 33∆SP ont été clonés dans le même plasmide. Cette découverte non 

seulement a remis en cause les résultats de la suppression de mort cellulaire par 47∆SP décrits ci-

dessus, mais également porte à s’interroger sur certains résultats décrits dans la littérature issus 

d’expériences de double agroinfiltration séquentielle. 

Les résultats de suppression permettent de conclure que 47∆sp renforce la mort induite par 

INF1 et ne supprime pas celle de BAX. 

1.3 Analyse métabolomique de l’effet de Pv47 sur N. benthamiana 

Pour vérifier de façon plus fine si la présence de Pv47 amenait des perturbations du 

métabolome végétal, des analyses métabolomiques ont été réalisées sur des feuilles de N. 

benthamiana qui expriment 47∆sp. Des feuilles exprimant GFP ont été utilisées comme référence. Les 

métabolites ont été extraits au méthanol, séparés par chromatographie liquide (LC) sur une colonne 

de type C18, ionisés positivement ou négativement par électrospray (ESI) et détectés par 

spectrométrie de masse (MS). La colonne C18 retient mieux les molécules peu polaires, c’est-à-dire 

notamment les molécules impliquées dans le métabolisme secondaire. Les sucres et acides aminés très 

polaires ne sont pas retenus et sont élués très rapidement. Les analyses par LC couplée à la MS (LC-

MS) et l’analyse de données ont été effectuées par le Dr Baltenweck au centre INRA de Colmar. 

L’analyse a été réalisée sur deux lots de plantes : un premier au cours du printemps 2015 et un second 

lors de l’automne 2018. La première expérience n’a permis de détecter que très peu de différences 

dans la teneur en métabolites entre les conditions 47∆sp et GFP. Pour optimiser l’extraction, la taille 

des disques prélevés a été augmentée pour la seconde expérience. Deux types d’analyses ont été 



Figure 61 : La présence de Pv47 induit un dépôt 
de callose sur N. benthamiana. Agroinfi ltra� on 
d’une construc� on perme� ant l’expression 
transitoire de Pv47 sans son pep� de signal 
(47∆sp) dans des feuilles de N. benthamiana. 
Des disques foliaires prélevés à 2 jpa ont été 
colorés au bleu d’aniline. (A à D) Observa� on de 
� ssus transformés par Pv47 au niveau (A et B) de 
l’épiderme, (C et D) des vaisseaux conducteurs 
sur le plan focal de l’épiderme (gauche) et du 
mésophylle (droite). (E à F) Observa� on des 
� ssus, qui expriment GUS, au niveau (E) de 
l’epiderme, (F) du mésophylle et des vaisseaux 
conducteurs. Symptômes représenta� fs d’échan-
� llons obtenus sur 5 plantes diff érentes. 

47∆spGUS INF1

2 dpa

3 dpa

Epiderme Mesoderme

Figure 60 : La présence de Pv47 induit une produc� on de ROS sur N. benthamiana.  Agroinfi ltra� on 
d’une construc� on perme� ant l’expression transitoire de Pv47 sans son pep� de signal (47∆sp) 
dans des feuilles de N. benthamiana. Des disques foliaires prélevés à 2 jpa et 3 jpa ont été colorés 
au DAB. GUS et INF1 ont été u� lisés respec� vement comme contrôles néga� f et posi� f d’une 
induc� on de défense végétale. Images représenta� ves des symptômes les plus forts observés sur 
5 plantes diff érentes.
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Figure 62 : Évalua� on de l’eff et de Pv47 sur 
la mort cellulaire. Expression transitoire de 
GUS ou 47∆sp par agroinfi ltra� on foliaire de N. 
benthamiana suivie 24h plus tard de l’expression 
de quatre inducteurs de mort cellulaire : 
BAX, INF1, Nep1 et 33∆sp. (A) Les feuilles ont 
été photographiées à 4 dpi. Les diff érences 
signifi ca� ves entre les popula� ons basées sur un 
test Khi2 de Pearson sont représentées par un 
astérisque (P ≤ 0.05) et trois astérisques (P ≤ 0.001). 
(B) Les zones nécrosées ont été dénombrées à 
5 jpa. (C) Mesure des phytoalexines détectables 
par UV produites lors de la nécrose provoquée 
par INF1. La diff érence signifi ca� ve entre GUS et 
47∆sp basée sur un test de Wilcoxon apparié est 
représentée par un astérisque (P ≤ 0.05).
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réalisées sur les deux expériences : une analyse ciblée de métabolites marqueurs de défense végétale 

et une analyse non-ciblée. 

Analyse ciblée 

L’analyse se base sur la quantification d’une sélection de métabolites, connus pour participer 

dans les réactions de défense chez les plantes, disponibles sous forme de standards commerciaux et 

dont le temps de rétention, le spectre de masse et le rapport masse sur charge (m/z) sont connus. Les 

perturbations des teneurs en molécules intervenant dans les voies de biosynthèse des molécules cibles 

ont été aussi suivies. Les molécules étudiées comprennent : 

 Des phytohormones : l’acide abscissique (ABA), l’auxine, l’acide gibbérellique (GA3 ; GA4 ; 

GA7), l’acide salicylique, l’acide jasmonique (acide oxo-phytodienoic 1, 2 et 3; Ja-Ile, JA 

conjugué à l’isoleucine; jasmonate de méthyle), une cytokinine (zéatine; isopentenyladenine). 

 Des marqueurs de stress : des alkaloïdes dont la biosynthèse est activée par l’acide jasmonique 

(feruloyputrescine; caffeoylputrescine; coumaroylputrescine; Hydroxy-octanoylnornicotine; 

n-butanoylnornicotine ; octanoylnornicotine ; octanolanabasine), le tryptophane. 

 Des molécules aux propriétés antimicrobiennes : des phytoalexines (scopolétine; 

scopoletin glucuronide; scoparone; capsidiol), l’acide 3-O-caffeoylquinique 

Parmi toutes ces molécules, quelques-une n’ont pas pu être détectées. La quantité de tissus 

foliaires utilisés étaient probablement trop faibles, ces métabolites ne sont pas suffisamment présents 

dans les échantillons. Concernant les métabolites détectés par l’analyse, il s’est révélé que la majorité 

ne présentait pas de différence entre les tissus exprimant 47∆sp et ceux qui expriment le contrôle GFP. 

Cependant, des différences ont été observées pour le tryptophane (année 2017, fold 2.2, pvalue 0.006) 

(Tableau 7). 

Analyse non-ciblée 

L’analyse non-ciblée permet de détecter les métabolites sans a priori et donc potentiellement 

de repérer les perturbations provoquées par l’effecteur lui-même sur d’autres voies que celles des 

défenses. Les données obtenues par LC-MS sont traitées par le logiciel RStudio avec le script XCMS. Les 

ions sur- ou sous-représentés par rapport à la condition GFP sont triés sur la base d’un rapport des 

quantités (fold-change) supérieur à 2. Par ailleurs, n’ont été retenus que les ions qui présentent une 

p-value inférieure à 0.05. Les ions détectés sont nommés en fonction de leur rapport masse sur charge 

(m/z) M et de leur temps de rétention T. Par exemple M201T632 est un ion d’une masse de 201 uma 

et un temps de rétention de 632 secondes. On considère que les ions ne possèdent qu’une seule 

charge. 



Tableau 7 : Cibles recherchées par analyse métabolomique. 

Hormones U� lisa� on du 
mode posi� f ou néga� f Détec� on des molécules

Diff érence entre les 
condi� ons 

47∆sp et GFP
Acide Abscissique posi� f/néga� f non détécté -

Acide gibbérellique 3 posi� f non détécté -
Acide gibbérellique 4 posi� f non détécté -
Acide gibbérellique7 posi� f non détécté -
Acide jasmonique-Ile posi� f non détécté -

Acide jasmonique néga� f détécté faiblement non
Acide oxo-phytodienoic 1 posi� f détécté non
Acide oxo-phytodienoic 2 posi� f détécté non
Acide oxo-phytodienoic 3 posi� f détécté non

Acide salicilique néga� f détécté faiblement non
Auxine posi� f non détécté -

Méthyle Jasmonate posi� f non détécté -
Isopentenyladenine posi� f non détécté -

Zéa� ne posi� f non détécté -

Marqueurs de stress U� lisa� on du 
mode posi� f ou néga� f Détec� on des molécules

Diff érence entre les 
condi� ons 

47∆sp et GFP
N-Butanoylnornico� ne posi� f détécté non

Caff eoylputrescine posi� f détécté non
Coumaroylputrescine posi� f non détécté -

Feruloyputrescine posi� f détécté non
Hydroxy-octanoylnornico� ne posi� f détécté non

Octanolanabasine posi� f détécté non
Octanoylnornico� ne posi� f détécté non

Tryptophane posi� f détécté oui

Molécules an� microbiennes U� lisa� on du 
mode posi� f ou néga� f Détec� on des molécules

Diff érence entre les 
condi� ons 

47∆sp et GFP
Acide caff eoylquinic 1 posi� f détécté non
Acide caff eoylquinic 2 posi� f détécté non
Acide caff eoylquinic 3 néga� f détécté non
Acide caff eoylquinic 4 néga� f détécté non

Capsidiol néga� f non detecté -
Scoparone posi� f non detecté -
Scopole� n posi� f non detecté -

Scopole� n glucuronide posi� f detecté non



A

B

C

Nom de l’ion Fold t-stat pValue m/z median m/z 
minimum

m/z 
maximum

Temps de 
réten� on 
median

Temps de 
réten� on
minimum

Temps de
réten� on 
maximum

M201T632 3.64218956 -4.37314014 9.86e-05 201.163633 201.163367 201.163915 632.275 628.222 638.208
M117T632 3.54233822 -4.30708521 0.00011812 117.070001 117.069854 117.070062 631.618 630.624 633.858
M159T632 3.39409898 -4.43717808 8.0148e-05 159.11671 159.116491 159.116943 632.144 630.212 638.208

M483T417 2.71497286 -4.1553923 0.00019449 483.222214 483.222051 483.222332 416.709 416.189 417.5

M188T104 2.32751021 -2.96152657 0.00509696 188.070699 188.070633 188.070767 103.549 83.3444 104.089
M205T104 2.24296987 -2.88607945 0.00620765 205.097192 205.097118 205.097255 103.525 83.3332 104.389

Tableau 8 :  Ions détectés par l’analyse non ciblée en mode posi� f : données obtenues pour les ions qui ont un fold supérieur à 2
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L’analyse conduite via une ionisation négative des métabolites a permis de détecter 124 ions, 

dont 89 sont présents de façon significativement différente entre traitements, et seulement 2 avec un 

fold-change supérieur à 2. Ces deux ions ont un temps de rétention très petit (Tableau 8). Ils pourraient 

correspondre à des peptides qui sont élués en même temps que le solvant, ce qui rend leur 

identification complexe. 

L’analyse conduite via une ionisation positive des métabolites a permis de détecter 540 ions, 

dont 140 sont présents de façon significativement différente entre traitements, et seulement 7 avec 

un fold-change supérieur à 2. Six ions pourraient correspondre à trois métabolites, sur la base de leur 

fold-change et de leur temps de rétention, (Tableau 8). 

Les ions M201T632, M117T632 et M159T632 sont issus du même métabolite, qui, d’après la 

masse de ces ions, semble être plutôt apolaire (Tableau 8, A). Il pourrait s’agir d’un sesquiterpène, de 

formule brute C15H21 ou C15H22O, potentiellement dérivé du capsidiol (C15H24O2). Ce composé est 

environ 3 fois plus présent dans les échantillons qui expriment 47∆sp (fold 3.5, pvalue : 0.0001). 

Le second métabolite est composé des ions M188T104 et M205T104 (Tableau 8, B). Il s’agit du 

tryptophane et il est de 2 à 3 fois plus présent dans la condition 47∆sp (fold : 2.3, pvalue 0.005) (Figure 

63). 

Le troisième composé correspond à l’unique ion M483T417 (Tableau 8, C). Sa formule brute 

putative pourrait être C24H35O10 ; il s’agit potentiellement d’un dérivé sesquiterpène avec un 

groupement sucre C9H12O8. Ainsi une partie C15H23O2 correspondrait à un sesquiterpène et une 

partie C9H12O8 à un malonyl-glucoside. Il est donc fort probable que le troisième composé soit un 

sesquiterpène glycosylé. Il est retrouvé en quantité 2 à 3 fois plus importante dans l’échantillon 47∆sp 

(fold : 2.7, pvalue 0.0002). La grande variété existante de sesquiterpènes ne permet pas d’identifier 

tout de suite de façon précise celui produit en forte quantité en présence de l’effecteur Pv47. 

En résumé, les deux types d’analyses métabolomiques, ciblée et non-ciblée, ont montré une 

augmentation de la quantité de tryptophane en présence de Pv47. Par ailleurs, l’analyse non-ciblée a 

montré que la présence de Pv47 induisait la production de phytoalexines de type sesquiterpène. 

1.4 Étude de la localisation cellulaire et recherche des cibles de Pv47 

Pv47 localise au niveau du réticulum endoplasmique chez N. benthamiana 

Pour mieux comprendre les fonctions de Pv47, les compartiments subcellulaires végétaux 

ciblés par l’effecteur ont été recherchés. La réalisation d’une protéine chimérique 

mCitrine :FLAG :47∆sp par le Dr E. Evangelisti du Sainsbury Laboratory à Cambridge, a permis de 

répondre à la question de la localisation de Pv47 dans les cellules végétales. La construction a été 
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Figure 63 : Détec� on du tryptophane après expression transitoire de Pv47 chez N. benthamiana. 
Les feuilles de N. benthamiana sont agroinfi ltrées avec les construc� ons perme� ant l’expression 
transitoire de GUS ou de 47∆sp. 48h après agroinfi ltra� on les � ssus sont récoltés, lyophilisés et broyés. 
Les métabolites sont extraits au méthanol. L’apigénine est ajoutée comme étalon interne. Les analyses 
métabolomiques sont réalisées par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-
MS). La sépara� on des métabolites est obtenue par chromatographie liquide sur une colonne à phase 
inverse (apolaire). Au niveau du spectromètre de masse, les molécules sont ionisées par une source à 
electronébulisa� on (ESI pour ElectroSpray Inoza� on) en mode posi� f. Toutes les données brutes sont 
analysées à l’aide du pack avec le script XCMS sous R. Les aires des pics correspondant au tryptophane 
présent dans les extraits sont mesurées avec le logiciel Xcalibur. Détec� on de pics correspondants au 
tryptophane (A) en 2015 pour 4 échan� llons par condi� on et (B) en 2017 pour 32 échan� llons par 
condi� on. Les intensités sont données en unités arbitraires.
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agroinfiltrée sur les parties foliaires de N. benthamiana et observée par microscopie confocale 2 jpa 

(Figure 64). Le signal de la mCitrine n’a pas été représenté dans sa couleur jaune habituelle mais en 

vert pour faciliter la visibilité des colocalisations qui suivent. Les premières observations ont révélé une 

localisation qui n’était pas sans rappeler le reticulum endoplasmique (RE) : les réseaux tubulaires 

typiques du réticulum endoplasmique lisse sont nettement visibles. Pour le confirmer, la fusion a été 

coexprimée avec le marqueur ER-rk. Il s’agit de la fusion traductionnelle du peptide signal de la 

protéine WAK2 d’A. thaliana avec la protéine fluorescente mCherry et le motif C-terminal HDEL 

(Nelson et al., 2007). Le motif HDEL intervient comme un signal de rétention ou de récupération de la 

protéine par le RE (Munro and Pelham, 1987; Dean and Pelham, 1990). La superposition des signaux 

colorés en rouge (ER-rk) avec ceux colorés en vert (mCitrine :FLAG :47∆sp) est visualisable en orange-

jaune et confirme la colocalisation de Pv47 avec le RE (Figure 65). Le signal de Pv47 est fréquemment 

plus diffus que celui du RE même si ce n’est pas visible sur les photos (Figure 65, C), l’effecteur pourrait 

donc s’accumuler sur la surface externe du réticulum endoplasmique.  

Une observation plus détaillée a permis de visualiser des gros agrégats marqués Pv47 et RE 

(Figures 66). Ils sont également présents dans des cellules qui ne présentent que le marqueur RE mais 

celles-ci sont systématiquement localisées à proximité d’autres qui expriment mCitrine :FLAG :47∆sp 

(Figures 66, C). Les agrégats les plus visibles semblent en réalité être un regroupement d’agrégats 

mesurant entre 0.7 et 2 μm (Figures 66, D et E). Par ailleurs, des signaux de mCitrine :FLAG :47∆sp sont 

observés en périphérie du RE (Figure 66, F). 

Recherche des cibles de Pv47 

Toujours dans le but d’identifier les fonctions protéiques de Pv47, ses interactants ont été 

recherchés parmi le protéome végétal. L’approche utilisée pour identifier les cibles de Pv47 a été la 

même que pour Pv33, l’immunoprécipitation (IP) couplée à la spectrométrie de masse. La construction 

mCitrine :FLAG-47∆sp a été exprimée transitoirement dans des feuilles de N. benthamiana. Les 

protéines de feuilles transformées transitoirement ont été extraites et une immunoprécipitation a 

permis de retenir les interactants protéiques candidats de l’effecteur, qui ont été séparés par SDS-

PAGE et digérés à la trypsine. Les peptides sont ensuite ionisés et passés en spectrométrie de masse 

(Figure 67). 167 protéines ont été identifiées à partir des peptides. La sélection des cibles a été réalisée 

de la même manière que pour Pv33 ; les deux étapes de ce processus sont représentées dans la Figure 

67: 

 La première étape a été la suppression définitive des candidats qui ressortent dans les résultats 

d’IP pour au moins deux autres effecteurs du catalogue. Cette étape élimine une majorité de 

faux positifs. La liste des candidats s’est ainsi restreinte à 65 protéines.  



Figure 64 : Localisa� on de Pv47 dans les cellules de N. benthamiana. Observa� on par micros-
copie confocale de feuilles agroinfi ltrées d’une construc� on perme� ant l’expression transitoire 
de mCitrine:FLAG:47∆sp à 2 jpa. (A) Photographie d’une cellule en� ère. (B) Agrandissement sur 
les réseaux de tubules. Pour chaque ligne, une image en fl uorescence jaune (mCitrine :FLAG 
:47∆sp) ou rose (les plastes), une image en contraste interféren� el diff éren� el (DIC) et une 
image superposant la fl uorescence et le DIC sont montrées. Barre d’échelle : 15 μm.

Figure 65 : Confi rma� on de la localisa� on de Pv47 au RE. Observa� on au microscope confocal 
de feuilles agroinfi ltrées d’une construc� on perme� ant l’expression transitoire du marqueur ER-
rk et la construc� on mCitrine:FLAG:47∆sp à 2 jpa. Pour chaque ligne, une image en fl uorescence 
jaune (mCitrine :FLAG :47∆sp) ou rouge (ER-rk), une image en contraste interféren� el diff éren-
� el (DIC) et une image superposant la fl uorescence et le DIC sont montrées. La superposi� on de 
Pv47 avec le RE est visible dans les cellules du mésophylle (A) et de l’épiderme (B et C). Barre 
d’échelle : 15 μm.

ER-rkmCitrine:FLAG :47∆sp CompositeDIC
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Figure 66 : Pv47 perturbe la structure du RE. Observa� on par microscopie confocale de feuilles 
agroinfi ltrées avec des construc� ons perme� ant l’expression transitoire du marqueur du ré� culum 
endoplasmique ER-rk et la construc� on mCitrine:FLAG:47∆sp à 2 jpa. Pour chaque ligne, une image 
en fl uorescence jaune (mCitrine :FLAG :47∆sp) ou rouge (ER-rk), une image en contraste interféren� el 
diff éren� el (DIC) et une image superposant la fl uorescence et le DIC sont montrées. (A à C) Des 
agrégats sont visibles et sont marqués par le RE et Pv47. (D à F) Des zooms et améliora� on des clichés 
A et B ont été réalisés pour observer plus fi nement la morphologie de ces agrégats. Flèches blanches 
: Signaux spécifi ques à la fl uorescence de la citrine. Barre d’échelle : 15 μm (pour les clichés de A à C) 
et 5 μm (pour les clichés de D à F). 
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 Pour la seconde étape, j’ai souhaité regrouper les protéines dont les chances d’être de bons 

candidats étaient très faibles. Trois groupes se sont organisés ainsi : 

o Un groupe constitué de 44 protéines qui ont été identifiées une fois chez un autre 

effecteur (dont Pv33). 

o Un groupe de 9 protéines qui appartiennent à des familles protéiques qui sont 

usuellement retrouvées en immunoprécipitation. 

o Un groupe de 2 protéines qui ne sont pas retrouvées usuellement par 

immunoprécipitation, mais qui sont localisées aux mitochondries ou aux 

chloroplastes. 

En suivant cette procédure, la liste finale était constituée de 10 protéines candidates majeures 

(figure 68), parmi lesquelles deux ont attiré mon attention : 

La première est une protéine candidate de résistance, de type CC-NBS-LRR, dont la protéine 

connue la plus proche est R1A-3, qui est une protéine de résistance au mildiou de la pomme de terre 

provoqué par P. infestans (Ballvora et al., 2002).  

La seconde protéine est l’homologue de SEC31-B. SEC31 est une protéine essentielle au bon 

fonctionnement cellulaire qui a été caractérisée chez la levure et dont il existe deux homologues, 

SEC31-A et SEC31-B, chez l’homme et chez les plantes. SEC31 localise, comme Pv47, au niveau de RE 

où elle fait partie du complexe COPII et favorise la formation de vésicules qui vont permettre de 

transporter les protéines du RE jusqu’au Golgi (Stagg et al., 2006; Watson and Stephens, 2005). Cette 

représentation 3D animée permet de se rendre compte de l’importance du rôle joué par SEC31 dans 

la structure de COPII: https://www.youtube.com/watch?v=ABGlD1vQG3s.  

Des approches de co-immunoprécipitation sont en cours pour confirmer l’interaction entre 

l’effecteur Pv47 et R1A3 ainsi que SEC31. Évidemment il faut retenir que le crible réalisé sur les 

données permet de réaliser une recherche ciblée des interactants basée sur la plus forte probabilité, 

mais il peut avoir laissé échapper les interactants réels de Pv47. 

1.5 Étude de l’effet de l’expression de Pv47 sur les défenses de la plante. 

La présence de Pv47 à l’intérieur des cellules végétales de N. benthamiana semble déclencher 

des mécanismes de défense plus ou moins fort : dépôt de callose, production de ROS, de 

sesquiterpènes, de phytoalexines et parfois déclenchement de nécroses. Ces mécanismes de défense 

seront-il suffisants pour conduire à une résistance de la plante face aux agents phytopathogènes ? Ou 

au contraire, l’expression de l’effecteur peut-elle limiter l’efficacité de certaines voies de défenses 

facilitant ainsi l’infection par certains agents pathogènes ? Pour répondre à ces questions, des tests 



Figure 67 : Procédure pour iden� fi er les interactants de Pv47.  
La construc� on mCitrine:FLAG-47∆sp est exprimée dans N. benthamiana à l’aide d’A. tumefaciens.  
Les protéines sont extraites et immunoprécipitées : Pv47 et ses interactants sont retenus à l’aide 
d’un an� corps an� -GFP. Les protéines éluées sont ensuite dénaturées, séparées par SDS-PAGE et 
digérées à la Trypsine. La présence de l’eff ecteur est confi rmée par Western Blot à l’aide d’an� corps 
an� -FLAG. Les pep� des sont ensuite ionisés et séparés au spectromètre de masse en fonc� on de leur 
rapport masse/charge (m/z). Le détecteur conver� t les impacts en courant électrique représenté par 
un spectre de masse. Ces pep� des ensuite iden� fi és à l’aide du logiciel Scaff old à par� r de la base de 
données Uniprot.
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44 protéines candidates 
iden� fi ées une fois 

chez un autre eff ecteur

2 protéines candidates 
chloroplas� ques 

ou mitochondriales

9 protéines appartement 
aux familles de candidats 

iden� fi és chez d’autre 
eff ecteurs

10 protéines candidates spécifi ques

Protéines candidates Processus Biologique Localisa� on
eIF-2-alpha kinase ac� vator GCN1 isoform Traduc� on NA
expor� n-2-like Transport de protéine Noyaux
uncharacterized protein LOC107782957 Inconnue Inconnue

UDP-glucose 6-dehydrogenase Biosynthèse Cytoplasme 
Noyaux

Plant ubx domain-containing protein Cytoplasme
Uncharacterized protein Inconnue Inconnue
Protein transport protein SEC31 homolog B-like Tranport de protéine RE et Golgi

ATP-dependent RNA helicase A-like isoform X2 Traduc� on Cytoplasme
Noyaux

PDR-type ABC transporter Transport de protéine
puta� ve late blight resistance protein homolog 
R1A-3 Résistance Cytoplasme

167 protéines candidates

65 protéines 
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Elimina� on des protéines
 détéctées pour 

d’autres eff ecteurs (n>2)

Figure 68 : Recherche des interactants de Pv47.  
La recherche d’interactants est eff ectuée parmi les 163 protéines iden� fi ées par spectrométrie de 
masse. Une sélec� on basée sur les faux posi� fs obtenus chez d’autres eff ecteurs a permis de restreindre 
la liste à 102 protéines. Un second tri a permis d’iden� fi er 10 protéines candidates présentées sous la 
forme de tableau. La localisa� on et la fonc� on biologique ont été recensées à l’aide d’Uniprot.
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phytopathologiques ont été réalisés sur des organismes aux stratégies d’infection diverses : les 

oomycètes biotrophe P. viticola et hémibiotrophe Phytophthora parasitica, la bactérie Pseudomonas 

syringae, le virus PVX et le champignon nécrotrophe Botrytis cinerea. Le même schéma expérimental 

utilisé dans l’étude de l’effecteur Pv44 a été réutilisé dans ces tests d’infection (Figure 45).  

Effet de l’expression de Pv47 sur l’infection par Plasmopara viticola 

La possible implication de l’effecteur Pv47 dans l’infection par P. viticola a été étudiée chez la 

vigne. Pour cela l’effecteur a été exprimé transitoirement sur des disques foliaires de vigne selon la 

méthode décrite au Chapitre 1. Deux jours plus tard, les disques ont été inoculés avec P. viticola. La 

même échelle de symptômes, les mêmes génotypes et contrôles décrits au Chapitre 2 pour l’étude de 

Pv44 ont été utilisés (Figure 46, A).  

La sporulation de P. viticola a été observée sur des disques agroinfiltrés par Pv47 issus de 

quatre vignes résistantes (V. cordifolia, V lincecumii, V. riparia, V. rupestris), une vigne sensible (V. 

vinifera cv. Syrah) et des vignes issues de populations de ségregation où des individus résistants sont 

porteurs de Rpv1, Rpv2 et Rpv3 (Figure 69). Les niveaux de résistance et de sensibilité des disques 

exprimant 47∆sp sont très proches de la condition contrôle GUS. Dans ces conditions expérimentales, 

Pv47 seul ne semble pas perturber la sporulation de P. viticola. Comme pour Pv44, il faut considérer 

que seulement des ilots cellulaires expriment le transgène. Un faible niveau de transformation ne 

permet pas d’évaluer convenablement l’effet de Pv47 sur l’infection de P. viticola. Des tests 

phytopatologiques ont donc été réalisés sur N. benthamiana, facile à transformer transitoirement, 

pour la suite de l’étude. 

Effet de l’expression de Pv47 sur l’infection par Phytophthora parasitica 

Le premier test phytopathologique a été réalisé avec l’oomycète hémibiotrophe P. parasitica. 

Le test a été effectué trois fois sur des lots différents de plantes. Pour les deux premiers réplicats, les 

spores de l’agent pathogène ont été infiltrées sur la totalité de la feuille qui exprimait transitoirement 

GUS ou 47∆sp. Les symptômes d’infection ont été identiques entre les conditions GUS et 47∆sp.  

Pour la troisième et dernière expérimentation, les spores de l’agent pathogène ont été 

infiltrées sur une petite aire et son expansion dans le reste du tissu foliaire a été mesurée (Figure 70). 

L’aire d’infection observée de P. parasitica diminue de 27 % en présence de 47∆sp (pvalue = 6.78e-05). 

Pv47 semble donc ralentir la propagation de l’agent pathogène. 
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Figure 69  :  L’expression transitoire de Pv47 ne semble pas perturber l’infec� on de P. vi� cola.
Des disques de vigne sont transformés transitoirement par agroinfi ltra� on des construc� ons 47∆sp et GUS, puis ino-
culés 48 hpa par une suspension de sporanges de P. vi� cola à 2.105 sp/ml.  (A) A 6 jpi les disques sont photographiés et 
les symptômes sont es� més visuellement selon quatre niveaux : non sporulant (vert foncé), sporula� on légère (vert 
clair), sporula� on moyenne (gris), sporula� on forte (noir). (B) Les propor� ons de chaque symptôme par condi� on 
sont représentées sous forme d’histogramme. 8 disques issus de plantes diff érentes ont été u� lisés par construc� on.
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Effet de l’expression de Pv47 sur l’infection par le virus X de la pomme de terre (PVX) 

L’effet de 47∆sp en présence du virus X de la pomme de terre (PVX) a été étudié chez N. 

benthamiana. Une version tagguée GFP du virus a été inoculée par agroinfiltration sur deux feuilles 

par plante exprimant transitoirement 47∆sp ou GUS comme contrôle (Figure 71). L’expansion du virus 

a été observée et photographiée sous lumière UV à 10 jpa. Très peu de signal GFP a pu être observé 

sur les feuilles exprimant 47∆sp par rapport aux feuilles contrôles GUS. La propagation du virus dans 

le reste de la plante est également très faible voire inexistante chez les plantes infiltrées avec 47∆sp. 

Il semblerait que la présence de Pv47 limite fortement l’infection du virus dans la feuille inoculée (dite 

feuille source).  

Deux hypothèses peuvent expliquer ces observations : la première serait que l’effecteur Pv47 

limite la réplication du virus ou sa propagation cellulaire ; la seconde serait que l’effecteur n’inhibe pas 

le virus directement mais le vecteur A. tumefaciens utilisé. Pour le vérifier, l’expérimentation a été 

réitérée en inoculant le virus sans avoir recours au vecteur A. tumefaciens : l’inoculation a été faite 

manuellement par frottement de broyat de tissu infecté (Figure 72). Dix jours après l’inoculation 

manuelle, la propagation du virus est la même en condition 47∆sp que pour le contrôle. Il semblerait 

donc que l’effecteur Pv47 de P.viticola inhibe la transformation par A. tumefaciens dans les conditions 

de cette expérience, mais cette hypothèse nécessite une quantification plus fine. 

Effet de l’expression de Pv47 sur l’infection par Pseudomonas syringae 

Pour étudier l’effet de Pv47 sur une infection bactérienne, j’ai choisi P. syringae, une bactérie 

modèle de l’interaction plante-agent pathogène. La souche DC3000 a été inoculée par infiltration sur 

des feuilles de N. benthamiana agroinfiltrées avec 47∆sp ou GUS (Figure 73). Lorsque la bactérie est 

inoculée sur feuilles non infiltrées ou infiltrées par le contrôle GUS, elle conduit à un jaunissement des 

feuilles. En présence de 47∆sp les nécroses tissulaires sont systématiquement observées sur les 12 

feuilles testées et semblent accentuées par rapport à la variabilité habituelle de l’effecteur sur N. 

benthamiana. La présence conjointe de Pv47 et P. syringae semble augmenter la réponse de défense 

chez la plante. 

Effet de l’expression de Pv47 sur l’infection par Botrytis cinerea 

Le dernier test phytopathologique mis en place sur N. benthamiana implique le champignon 

nécrotrophe B. cinerea. L’expérimentation a été réalisée sur deux périodes différentes : une en 2017 

entre Juillet et Octobre et la seconde entre Février et Juin 2018. Comme pour les autres 

pathosystèmes, B. cinerea a été inoculé sur des feuilles agroinfiltrées au préalable par 47∆sp ou GUS 

(Figure 74). 
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Figure 70 : Pv47 réduit l’infec� on de P. parasi� ca.   
N. benthamiana a été infi ltré par 50 μL de spores de 
P. parasi� ca à une concentra� on de 1 sp/ml, deux 
jours après agroinfi ltra� on avec des construc� ons 
perme� ant l’expression de 47∆sp ou GUS (n=14). 
Les symptômes ont été pris en photographie à 5 
jours après inocula� on. La surface des feuilles, 
l’aire d’infec� on et l’aire du patch d’inocula� on 
des spores de P. parasi� ca ont été mesurées à 
l’aide du logiciel ImageJ. La moyenne des ra� os 
des aires d’infec� on sur la surface totale de la 
feuille est représentée sous forme d’histogramme. 
L’analyse sta� s� que a été réalisée à l’aide d’un test 
de Wilcoxon-Mann & Whitney. La triple astérisque 
indique les diff érences signifi ca� ves (pvalue ≤ 
0.001).
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Les résultats des expériences faites sur la première période montrent que l’aire d’infection de 

B. cinerea est clairement rétrécie (diminution entre 40 et 92 %), voire inexistante, sur les tissus qui 

expriment 47∆sp (Figure 74, A). Par ailleurs, un phénotype de macération apparait autour du site 

d’infection et peut s’étendre sur le tissu qui exprime l’effecteur. 

 Les résultats obtenus sur la seconde période ne sont pas si marqués. La réduction de l’aire 

d’infection de B. cinerea n’est plus aussi forte et les réplicats n’ont pas permis de reproduire ce résultat 

de façon satisfaisante (Figure 74, B et C). De plus, le phénotype de macération n’a pas été observé lors 

de cette seconde expérimentation. Dans quelques cas (42%), elle a été remplacée par une forte 

nécrose induite par 47∆sp associée à une réduction concomitante de l’aire d’infection (Figure 74, C). 

Cependant, malgré la différence phénotypique observée entre les deux réplicats biologiques, la 

réduction de la virulence est toujours visible et statistiquement significative. La variabilité observée 

peut être due à un changement des conditions de culture en serre ou une variabilité saisonnière de la 

photopériode. 

Pour comprendre la nature du phénotype de macération, deux approches ont été utilisées 

pour suivre le développement de B. cinerea : une coloration au bleu Trypan et l’utilisation d’une souche 

de B. cinerea fluorescente (Figure 75). Pour éviter la confusion entre la fluorescence GFP et 

l’autofluorescence des tissus végétaux résultant d’une mort cellulaire, l’autofluorescence a été 

observée dans le rouge pour ainsi délimiter la fluorescence spécifique de B. cinerea marqué GFP. Le 

bleu Trypan est un colorant connu pour marquer les hyphes des champignons ainsi que les cellules 

mortes. 

La souche fluorescente de B. cinerea s’est révélée difficile à observer au sein des tissus de la 

plante. Il a cependant été possible de distinguer trois zones autour du point d’infection : une zone Z1 

qui correspond au tissu sain, une zone Z2 qui fluoresce dans le vert et le rouge et qui correspond au 

phénotype de macération, et enfin une zone Z3 qui correspond aux tissus infectés par B. cinerea et qui 

fluoresce uniquement dans le vert. (Figure 75, B). 

L’utilisation du bleu Trypan a permis d’identifier deux zones de coloration (Figure 75, D et E). 

La première au centre sur les sites d’infection où seuls les hyphes ont été colorées, et qui 

correspondrait à la zone Z3 ci-dessus, et une seconde sur le contour qui correspond au phénotype de 

macération étudié (Z2 ci-dessus). Elle est visible à la fois sur les tissus qui expriment 47∆sp mais 

également sur ceux qui expriment GUS, mais la taille de la tâche est plus limitée sur ces derniers. 

Au vu des résultats d’autofluorescence et des colorations il semblerait que ce phénotype de 

macération se caractérise par un effondrement tissulaire. Il a été montré que B. cinerea secrète des 

inducteurs de programme de mort cellulaire, comme le botrydial et l’acide botcinique, dans les tissus 

avant que ses hyphes ne s’y développent (Dalmais et al., 2011). Pour vérifier l’origine fongique de 
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Figure 71 : L’expression de 47∆sp inhibe l’infec� on de PVX inoculé par 
agroinfi ltra� on. (A) Agroinfi ltra� on de l’eff ecteur candidat Pv47, sans son 
pep� de signal (47∆sp) sur deux feuilles en� ères de N. benthamiana suivie de 
l’agroinfi ltra� on d’un patch de PVX-GFP à 2jpa. L’agroinfi ltra� on de GUS à la place 
de 47∆sp a été u� lisée comme contrôle néga� f. (B) Les feuilles agroinfi ltrées 
et les plantes en� ères ont été photographiées sous lumière UV. Le test a été 
réalisé sur 4 plantes par condi� on. 
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Figure 72 : L’expression de 47∆sp n’inhibe pas l’infec� on de PVX inoculé 
mécaniquement. (A) Agroinfi ltra� on de l’eff ecteur candidat Pv47, sans son 
pep� de signal (47∆sp) sur deux feuilles en� ères de N. benthamiana suivie 
à 2 jpa de l’inocula� on de broyat de N. benthamiana infecté par PVX-GFP. 
L’agroinfi ltra� on de GUS à la place de 47∆sp a été u� lisée comme contrôle 
néga� f. (B) Les plantes en� ères ont été photographiées sous lumière blanche et 
sous UV. Le test a été réalisé sur 6 plantes par condi� on. 
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cette mort cellulaire, les mêmes tests d’infection ont été réalisés avec des souches mutées pour 

certains de ces facteurs de mort cellulaire (Figure 76). La souche bot2∆ ne produit plus de botrydial 

suite à l’inactivation du gène qui code pour la sesquiterpene cyclase 1 (Pinedo et al., 2008). Le double 

mutant bot2∆ boa6∆ ne produit ni botrytidal ni acide botcinique suite à l’inactivation du gène 

polyketide synthase 6 (Massaroli et al., 2013). Les mutations boa6∆ (aussi appelé pks6-4) ou bot2∆ 

(aussi appelé stc1-1.1.1) n’ont pas d’effet sur la virulence de B. cinerea, mais le double mutant présente 

en revanche une réduction de virulence (Dalmais et al., 2011).  

L’utilisation de ces mutants n’a pas comme objectif d’étudier l’effet de Pv47 sur leur 

développement, mais de vérifier l’impact des mutants sur l’apparition de la tâche. Malheureusement 

chacune des expérimentations a été réalisée dans la seconde période décrite précédemment, durant 

laquelle l’apparition du phénotype de macération était moins consistante, voire absente. En effet, lors 

de l’infection avec les mutants le phénotype était parfois visible, mais rare et généralement remplacé 

par des nécroses, phénotype observé aussi avec la souche sauvage. Concernant l’infection, aucune 

répétabilité n’a pu être mesurée entre chaque réplicat comme pour la souche de B. cinerea sauvage, 

mais un effet de Pv47 sur l’infection par le mutant simple a été observé sur une des répétitions. Il est 

nécessaire d’identifier la source des variabilités des infiltrations et/ou des infections de B. cinerea 

avant de réitérer des tests avec les mutants et de clôturer cette piste.  

Pour conclure, la présence de Pv47 réduit la sensibilité à B. cinerea et une nécrose particulière 

est observée autour du site d’inoculation lorsqu’il y a inhibition du développement du champignon. 

  



Figure 73 : Pv47 augmente les symptômes induits par P. syringae DC3000.  
N. benthamiana a été infi ltré par la souche virulente P. siringea DC3000 à une concentra� on de  2.5 
105 cfu/ml (5.40 log (cfu/ml)) sur deux feuilles, 48h après agroinfi ltra� on des construc� ons perme� ant 
l’expression transitoire de 47∆sp ou de GUS (6 plantes par condi� on). Les feuilles inoculées ont été 
prises en photographie 72h après inocula� on de P. syringea et sont représenta� ves des symptômes 
obtenus.
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2. Discussion 

L’étude de Pv47 a permis de caractériser un second effecteur de la famille WY-domain de P. 

viticola qui ne porte pas le motif RXLR. Beaucoup de résultats présentés ici sont préliminaires et 

doivent être confirmés à l’aide d’un second réplicat biologique. Cependant la concordance des 

résultats issus de différentes expérimentations, nous permet de discuter ces données préliminaires. 

Une réponse différente entre les modèles végétaux 

Les expérimentations ont montré que Pv47 perturbe les réponses de défense de N. 

benthamiana, son métabolisme et l’organisation intracellulaire. En revanche, et contrairement aux 

résultats obtenus avec Pv33 dont l’expression a conduit au déclenchement de réponses visibles chez 

la vigne, nous n’avons observé aucun symptôme chez la vigne. L’absence de résultat avec les 

techniques de transformation utilisées pour exprimer Pv47 ne signifie pas nécessairement qu’il n’a 

aucun impact sur les membres de la famille des Vitaceae, hôtes et non hôtes. En effet, il se peut que 

l’expression de Pv47 n’atteigne pas le seuil d’expression nécessaire pour déclencher des réponses. Des 

méthodes de transformation stable permettraient de valider son effet et peut-être de transposer les 

données obtenues sur N. benthamiana au cours de cette thèse. 

La différence du niveau de réponse de N. benthamiana et N. tabacum à Pv47 laisse penser à 

une implication d’acteurs moléculaires différents dans les deux organismes. N. tabacum répond par 

une mort cellulaire rapide et franche, N. benthamiana de son côté induit, dans les cas les plus 

extrêmes, des nécroses visibles uniquement sur quelques ilots. Des expériences de recherche de 

callose et de ROS chez N. benthamiana ont été réalisées afin d’observer une réponse plus uniforme 

sur les tissus transformés, mais elles n’ont pas été concluantes. Tout comme la mort cellulaire, le dépôt 

de callose a également été observé uniquement sur des ilots cellulaires. Une cinétique plus tardive 

permettrait peut-être d’augmenter le nombre de cellules impliquées dans cette réponse. Concernant 

la production de ROS, ils sont bien détectés sur la totalité du disque, mais il s’agit de signaux sécrétés 

qui peuvent diffuser dans les tissus, ce qui rend difficile de tirer une conclusion. 

Ce n’est pas la première fois qu’apparait une différence d’intensité de réponse entre N. 

benthamiana et N. tabacum. Lorsque les effecteurs bacteriens XopQ et HopQ1, respectivement de 

Xanthomonas campestris et Pseudomonas syringae sont exprimés chez N. tabacum, ils induisent une 

forte mort cellulaire. Par contre, si ces effecteurs sont exprimés chez N. benthamiana aucune mort 

cellulaire ne se déclenche ; à la place, une chlorose est nettement visible qui s’accompagne par une 

résistance à une infection postérieure par des bactéries. Ces réponses végétales semblent dépendre 

d’une reconnaissance par un récepteur de type TIR-NBS-LRR (Adlung and Bonas, 2017). Une différence 
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Figure 74 : Évalua� on de la sensibilité à Botry� s cinerea de N. benthamiana après expression de Pv47 
sur deux périodes diff érentes. Les feuilles de N. benthamiana sont agroinfi ltrées d’une construc� on 
perme� ant l’expression transitoire de GUS sur la par� e gauche des feuilles et de 47∆sp sur la par� e 
droite. 2 jours après l’agroinfi ltra� on, 5μL de spores de B. cinerea à 5.105 sp/ml sont déposés sur 
chaque côté de la feuille détachée. Les symptômes d’infec� on représenta� fs ont été photographiés et 
l’aire de lésion causée par B. cinerea mesurée à 4 jpi. (A) Les expérimenta� ons ont été réalisées trois 
fois sur une première période (de fi n juillet à début octobre 2017). Un test T de Student non-apparié a 
permis de vérifi er la répétabilité entre réplicats. La diff érence entre les condi� ons GUS et 47∆sp a été 
testée sur l’ensemble des données des trois réplicats (n1 = 11, n2 = 4, n3 = 11). La diff érence signifi ca� ve, 
basée sur un test-t de Student apparié, est réprésentée par trois astérisques (P ≤ 0.001). (B à C) Les 
expérimenta� ons ont été réalisées deux fois sur une deuxième période (de fi n-février à mi-juin 2018). 
La non-répétabilité a été démontrée par un test T de Student non-apparié entre le premier n1 = 13 (B) 
et le second n2 = 6 (C). Les diff érences signifi ca� ves, basées sur un test T de Student apparié et une 
ANOVA, sont représentées par un astérisque (pvalue ≤ 0.05).
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de réponse entre N. benthamiana et N. tabacum impliquant aussi un gène de type NBS-LRR a 

également été observé avec le couple R/Avr N/P50, originaire du virus de la mosaïque du tabac (TMV) 

et de son hôte, le tabac. L’expression du couple induit des nécroses uniquement chez N. tabacum. 

Chez N. benthamiana l’induction des défenses permet cependant de bloquer l’infection par le TMV 

(Mestre and Baulcombe, 2006). L’ensemble de ces résultats montre que l’induction de mort cellulaire 

chez N. benthamiana peut être plus modérée que chez N. tabacum. 

Pv47 : un gène d’avirulence ? 

Différents phénomènes ont été observés suite à l’expression transitoire de Pv47 : induction de 

mort cellulaire chez N. tabacum et nécrose associée à la production de phytoalexines chez N. 

benthamiana ; production de ROS et dépôts de callose ; inhibition du developpement de P. parasitica 

hémibiotrophe, B. cinerea nécrotrophe et A. tumefaciens. Tous ces résultats suggèrent que Pv47 est 

une protéine de P. viticola qui induit une réponse immunitaire chez N. benthamiana. Une possibilité 

pour expliquer ce phénotype serait que Pv47 est détecté par le système de surveillance de la cellule 

végétale. Cette hypothèse se voit renforcée par l’identification parmi les candidats de 

l’immunoprécipitation d’un récepteur de la famille des CC-NB-LRR. La réalisation de co-IP et de tests 

d’invalidation du gène sont encore nécessaires pour conclure à l’identification d’un nouveau couple 

de gènes R-Avr. 

L’identification d’un couple de gènes R-Avr appartenant à des organismes qui ne forment pas 

un couple hôte/agent pathogène parait étrange, mais pourrait s’expliquer par la présence de gènes 

proches de Pv47 chez des oomycètes qui infectent N. benthamiana. C’est pourquoi des séquences 

similaires à Pv47 ont été recherchées dans le protéome des trois oomycètes les plus proches de P. 

viticola et qui sont capables d’infecter N. benthamiana : P. nicotianae, P. parasitica et P. infestans 

(McCarthy and Fitzpatrick, 2017). L’alignement des séquences des premières occurrences obtenues 

par BLASTp permet de visualiser des similitudes entre les séquences et principalement au niveau du 

domaine C-terminal (Figure 77). Cette similitude pourrait être suffisante pour activer le même type de 

réponses chez les Nicotianeae et maintenir la localisation au RE. Des recepteurs de type Coil-coil 

similaires pourraient se retrouver chez les Nicotianeae et les vignes. Le clonage et l’expression 

transitoire de ces effecteurs similaires à Pv47 permettraient de répondre à ces questions. 

Au cours de la thèse, j’ai tenté d’exploiter la mort cellulaire nette provoquée par Pv47 sur N. 

tabacum pour vérifier si elle est dépendante de EDS1 et SGT1. EDS1 intervient dans les HR médiés par 

les récepteurs NB-LRR de type TIR chez les Nicotianeae. La technique du VIGS n’était pas décrite au 

départ comme efficace sur N. tabacum, cependant des rapports ont montré son efficacité sur le 

cultivar Petit Havana (Xu et al., 2007; Zhang and Thomma, 2014). Les tests VIGS réalisés au laboratoire 
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Figure 75 : Identification de la nature du 
phénotype de macération. (A à E) Inoculation de 
5 μL de spores de la souche de B. cinerea taguée 
GFP (à 5.105 sp/ml) sur des feuilles détachées 
de N. benthamiana exprimant transitoirement 
GUS sur la partie gauche des feuilles et 47∆sp sur 
la partie droite. (A) Les symptômes d’infection 
représentatifs ont été photographiés à 4 jpi. (B) 
Observation par microscopie à épifluorescence 
des zones Z1 (tissus sains), Z2 (phénotype de 
macération) et Z3 (zone d’infection) à 4 jpi 
sous un filtre GFP et dsRED. Les photographies 
composites correspondent à la superposition 
des filtres GFP et dsRED. (C à E) Inoculation de 
5uL de spores de la souche de B. cinerea sur des 
feuilles de N. benthamiana exprimant GUS (partie 
droite des feuilles) et 47∆sp  (partie gauche). 
(C) Photographie des symptômes à la lumière 
blanche à 4 jpi (D) Photographies fusionnées de 
la feuille colorée au bleu Trypan à 4 jpi observée 
à la loupe binoculaire. (E) Observation de la zone 
infectée et du phénotype de macération par 
microscopie. 
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ont montré que l’infection avec les clones viraux dont nous disposions avait un effet dramatique pour 

N. tabacum cv. Petit Havana (résultat non présenté). Toutefois les effets de Pv47 sur N. benthamiana 

sont suffisamment détectable pour utiliser le VIGS pour étudier la dépendance de la réponse sur 

différents gènes. Un suivi de la quantité d’A. tumefaciens pourrait également être réalisé, comme il a 

été fait pour l’étude de l’effecteur bactérien XopQ (Adlung and Bonas, 2017). 

Toutes ces observations, en particulier les différences de réponse observées entre N. tabacum 

et N. benthamiana qu’on trouve souvent dans des couples R/Avr, font penser que Pv47 est reconnu 

par le système de surveillance de la plante. Alternativement, les réponses observées pourraient être 

le résultat des perturbations trop fortes au niveau du RE par l’effecteur. Ceci pourrait également 

expliquer la réduction de l’infection par des agents pathogènes biotrophes, hémibiotrophes ainsi que 

par l’agent pathogène nécrotrophe B. cinerea qui, dans les modalités d’inoculation utilisées, 

n’infectent pas les tissus déjà nécrosés. Il est essentiel de confirmer les interactions possibles de Pv47 

avec R1A3 et SEC31 avant de tirer la moindre conclusion sur son rôle. De plus, pour vérifier le possible 

découplage ou lien entre l’effet de Pv47 sur le RE et les réponses de la plante, il est possible de réaliser 

des tests de délétions successives. Ces tests de délétions successives consistent à cloner des versions 

tronquées de Pv47 et les exprimer chez N. benthamiana. Si une délétion de séquence permet de 

délocaliser l’effecteur et de voir simultanément disparaitre les défenses végétales, un lien pourra être 

établi. 

Pv47 et INF1 induisent potentiellement des voies de signalisation similaires 

Pour évaluer le rôlé de Pv47 dans la suppression de la mort cellulaire, celui-ci a été co-exprimé 

avec différents inducteurs de mort cellulaire. Des résultats différents ont été obtenus selon la nature 

de l’inducteur utilisé, ce qui illustre l’existence de différentes voies de signalisation dans la mise en 

place des PCD. 

Bax est un membre de la famille des protéines de Bcl-2. Son expression est connue pour induire 

une mort cellulaire en partie dépendante du stress du RE, la production de ROS et de gènes liés à la 

pathogénèse (Jing et al., 2016; Lacomme and Cruz, 1999). Sa localisation aux mitochondries, RE, Golgi 

et noyau perméabilise les membranes, et son effet est considéré comme un point de non-retour de 

l’apoptose (Popgeorgiev et al., 2018). Il s’agit d’un inducteur très fort qui donne une réponse 

systématique. La mort cellulaire induite par Bax n’a pas été perturbée par la présence de Pv47. 

INF1 est une protéine extracellulaire de P. infestans élicitrice de mort cellulaire (Kamoun, 

1993) dont la fonction est le piégeage de lipides. INF1 est reconnue comme un PAMP par le récepteur 

ELR (Du et al., 2015b) activant un signal de mort cellulaire dépendante des acteurs caractérisés BAK1, 

SOBIR, SGT1, HSP90 et HSP70 (Kanneganti et al., 2006; Kanzaki et al., 2003; Domazakis et al; 2018). 



Figure 76 : Évalua� on de la sensibilité à Botry� s cinerea bot2∆ et boa6∆ après expression de Pv47. 
Les feuilles N. benthamiana sont agroinfi ltrées avec les construc� ons perme� ant l’expression transi-
toire de GUS sur la par� e gauche des feuilles et de 47∆sp sur la par� e droite. 2 jours après l’agroinfi ltra-
� on, 5μL de spores de B. cinerea à 5.105 sp/ml sont déposés sur chaque côté de la feuille détachée. Les 
symptômes d’infec� on représenta� fs ont été photographiés et l’aire de lésion causée par B. cinerea 
mesurée à 4 jpi, (A) pour la souche boa6∆ et (B) le double mutant bot2∆boa6∆. La diff érence signi-
fi ca� ve des données, basée sur un test T de Student apparié, est représentée par deux astérisques 
(pvalue ≤ 0.01). 
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En cas d’agroinfiltration séquentielle, INF1 induit une mort cellulaire qui n’est pas toujours très franche 

sur N. benthamiana. En présence de Pv47, la mort est nettement renforcée. L’hypothèse que la mort 

cellulaire induite par Pv47 et INF1 emprunte la même voie de signalisation expliquerait cette 

augmentation. C’est un phénomène qui a déjà été observé en co-exprimant INF1 avec PiNPP1 et 

PsojNIP, des NLP de P. infestans et P. sojae (Kanneganti et al., 2006). Kanneganti montre que NPP1 de 

P. infestans et INF1 n’empruntent pas les mêmes voies de signalisation mais que celles-ci sont 

synergiques. Par ailleurs, il a été remarqué chez A. thaliana que le récepteur extracellulaire FLS2, qui 

détecte la flagelline (flg22), et le récepteur intracellulaire RPS2, qui détecte l’effecteur bactérien 

Avrpt2, activaient un même acteur de la défense végétale, RBOHD. Cette protéine produit les ROS 

nécessaires à l’activation de la résistance. L’activation de RBOHD semble dépendre de cascades de 

kinase différentes selon qu’il s’agit d’une activation de RPS2 ou de FLS2; il s’agirait d’un point de 

convergence entre deux voies de signalisation (Kadota et al., 2018). Dans la littérature il est parfois 

décrit que l’ETI induit des réponses similaires à la PTI mais plus fortes et plus longues. Pv47, un 

effecteur potentiel de P. viticola reconnu par un récepteur intracellulaire, pourrait donc renforcer les 

voies communes activées par le PAMP INF1, reconnu par un récepteur extracellulaire. Une théorie qui 

ne peut être validé qu’en comparant les acteurs des deux voies. 

 

L’augmentation de l’intensité de la réponse induite par INF1 due à la présence de Pv47 

contraste avec l’absence de transformation observée avec Agrobacterium contenant PVX-GFP (Figure 

62). En effet A. tumefaciens, bien qu’aujourd’hui largement utilisé comme un outil de biotechnologie, 

reste un agent pathogène ciblé par les réactions de défense de la plante. Ainsi, il a été remarqué que 

la présence des effecteurs avirulents XopQ/HopQ déclenche une réponse immune chez la plante, 

inhibant la multiplication de A. tumefaciens et atténuant le niveau d’expression des protéines (Adlung 

and Bonas, 2017). Ces effecteurs et Pv47 semblent activer le même type de réponses de défense. Ce 

phénomène pourrait expliquer l’absence de transformation observée avec Agrobacterium contenant 

PVX-GFP ; pourtant, les symptômes d’INF1 et de BAX n’ont pas été limités alors que leur expression 

dépend d’A. tumefaciens. En réalité, pour chacune des expérimentations, A. tumefaciens n’a pas été 

infiltrée à la même concentration. Pour mimer une infection virale réelle, la quantité de bactérie 

porteuse de PVX-GFP inoculée est extrêmement faible (DO=10-4) alors que INF1 et Bax sont agroinfiltrés 

à DO = 0.2 La réponse à Pv47 suffirait donc pour bloquer une quantité faible de bactérie mais une fois 

passé un seuil, les défenses ne semblent être plus efficaces 



Figure 77 : Recherche de séquences protéiques similaires à Pv47 dans le protéome de trois 
oomycètes proches. (A) Score obtenu pour les premières occurences du BLASTp de Pv47 sur le 
protéome de  P. infestans, de P. nico� anae et P. parasi� ca. (B) Aligment des séquences de Pv47 et 
des premieres occurences réalisé par ClustalW et réprésenté par BOXShade. En saumon: le pep� de 
signal; en vert : l’EER. 
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L’analyse métabolique révèle un impact de Pv47 sur la production de phytoalexine  

Le suivi du métabolome en condition d’infection par LC-MS est une approche quantitative qui 

fait l’objet d’importants développements au laboratoire de Métabolisme Secondaire de la Vigne (MSV) 

de l’INRA de Colmar. Sur la vigne, elle permet notamment de quantifier la biomasse du mildiou lui-

même estimant la quantité de lipides spécifiques au pathogène et de suivre le déclenchement de 

défenses (Negrel et al., 2018). La préparation des échantillons et la lecture des résultats sont simples 

et rapides par rapport à d’autres méthodes comme la RT-qPCR. La facilité d’augmentation de la 

quantité de répétitions en fait une approche statistiquement très intéressante. 

L’utilisation de la LC-MS au cours de la thèse a permis de comparer le métabolome de N. 

benthamiana avec ou sans Pv47. Une accumulation de sesquiterpènes et de tryptophane deux à trois 

fois supérieure à la normale a été révélée. Les sesquiterpènes (C15) sont des phytoalexines 

majoritairement présentes en cas de stress biotique chez N. benthamiana et sont associées à la 

nécrose. La présence des phytoalexines de type terpène C15 marque donc l’effet de Pv47 comme 

éliciteur de défense végétale. Cependant c’est un résultat difficile à transposer directement sur la 

vigne ; en effet, cette plante réagit en majorité par la production de phytoalexines de type stilbène, 

comme le resvératrol (Bavaresco and Fregoni, 2001; Jeandet et al., 2002; Schnee et al., 2008; Chong 

et al., 2009; Duan et al., 2015). Les sesquiterpènes (C15) sont des composés volatiles utilisés comme 

signal aérien. Il a été montré que leur production apportait une résistance de N. benthamiana au virus 

PVX (Li et al., 2015a) et que l’inhibition de gènes responsables de la synthèse de capsidiol, un 

sesquiterpène, augmente la virulence de P. infestans (Shibata et al., 2010). L’expérimentation réalisée 

dans le cadre de la thèse montre que la production de sesquiterpène induite par la présence de Pv47 

ne semble pas être suffisante pour conduire à une résistance au PVX. 

La suraccumulation de l’acide aminé tryptophane en présence de Pv47 donne des pistes 

potentielles de recherche sur le rôle éventuel de Pv47 comme facteur de virulence chez P. viticola. Le 

tryptophane se trouve à la base de la synthèse de différentes protéines antifongiques (Consonni et al., 

2010), la plus étudiée étant la camalexine. En effet, les mutants de A. thaliana pour le gène pad3, ainsi 

que le double mutant syp79B2syp79B3, ne sont plus capables de produire de camalexine et de 

glycosinolate d’indole nécessaires à la résistance aux agents pathogènes nécrotrophes comme B. 

cinera (même si les résultats diffèrent en fonction de la souche) (Schlaeppi et al., 2010). La forte 

accumulation de tryptophane pourrait donc être une clef pour mieux comprendre la résistance à B. 

cinerea induite par Pv47. Par ailleurs, l’accumulation de tryptophane en présence de Pv47 peut être 

doublement interprétée : elle peut être due soit à une surproduction de l’acide aminé par la plante 

soit à une inhibition de sa prise en charge pour la synthèse protéique. Pour le vérifier, la production de 

composés dérivés du tryptophane peut être suivie par analyse métabolique ciblée. 
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Figure 78 : Détec� on du tryptophane mesuré dans les extraits de  feuilles de vigne «Bianca» infectées 
par du mildiou ou non infectées à 72 h. Les disques de V. vinifera cv. Bianca sont inoculés par des 
spores de P. vi� cola isolat Lednice. 72h après agroinfi ltra� on les � ssus sont récoltés, lyophilisés et 
broyés. Les métabolites sont extraits au méthanol. L’apigénine est ajoutée comme étalon interne. 
Les analyses métabolomiques sont réalisées par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie 
de masse (LC-MS). La sépara� on des métabolites est obtenue par chromatographie liquide sur 
une colonne à phase inverse (apolaire). Au niveau du spectromètre de masse, les molécules sont 
ionisées par une source à electronébulisa� on (ESI pour ElectroSpray Inoza� on) en mode posi� f. 
Toutes les données brutes sont analysées à l’aide du pack avec le script XCMS sous R. Les aires des 
pics correspondant au tryptophane présent dans les extraits sont mesurées avec le logiciel Xcalibur.  
Représenta� on de la quan� té moyenne de tryptophane obtenue dans trois expérimenta� ons 
indépendantes. Les intensités sont données en unités arbitraires. Crédit : Dr Lise Negrel.

inoculée



Chapitre 4 : Analyse fonctionnelle de la protéine Pv47, appartenant à la famille WY-domain de P. 
viticola 

152 
 

Les observations sur le tryptophane sont prometteuses car c’est l’un des rares résultats 

obtenus sur N. benthamiana qui soit transposable sur vigne. En effet, des données non publiées du 

laboratoire montrent que le tryptophane est retrouvé en quantité importante chez la vigne infectée 

par P. viticola (Figure 78). Ces analyses ont été réalisées sur le cultivar Bianca porteur du QTL de 

résistance Rpv3. La quantité de tryptophane est doublée suite à l’inoculation de la souche Lednice qui 

contourne Rpv3. La production de tryptophane augmente donc fortement au cours du développement 

du mildiou. S’agit-il d’un effet uniquement lié à la présence de l’effecteur Pv47 ? L’inoculation d’un 

isolat qui ne produit pas l’effecteur peut répondre à la question. Mais une redondance fonctionnelle 

des effecteurs existe chez les oomycètes et pourra empêcher la vérification. 

Le suivi des hormones de N. benthamiana en présence de Pv47 a été initié au cours de la thèse. 

Cependant aucune différence hormonale n’a été observée par l’analyse ciblée vis-à-vis de la condition 

contrôle GFP. Deux précisions expliquent cette absence. Tout d’abord, la stratégie expérimentale 

n’aurait en réalité probablement pas permis de voir d’importantes différences hormonales entre les 

deux conditions. En effet les agroinfiltrations de GFP et Pv47 ont été réalisées en patch sur les mêmes 

feuilles. Cette localisation trop rapprochée peut expliquer l'absence de différence dans les teneurs des 

hormones étudiées entre les deux conditions en raison de leur transport de cellule à cellule. Ensuite le 

protocole de prélèvement des tissus foliaires utilisé n’est probablement pas optimal pour l’extraction 

d’hormones, très peu ont pu être mesurées à la fois dans les conditions GFP et Pv47. Un prélèvement 

de disque foliaire au diamètre plus important permettrait améliorer la détection des hormones. Un 

perfectionnement des techniques pour l’analyse du métabolome chez N. benthamiana est nécessaire. 

Il est également possible de suivre des marqueurs de synthèse des voies hormonales par qPCR (Attard 

et al., 2010). 

Pv47 apparait associé au réticulum endoplasmique (RE)  

Pv47 a été montré comme localisé au niveau du réticulum endoplasmique (RE), une association 

qui a été observée chez plusieurs effecteurs RXLR. Le RE est un organite central dans la machinerie 

cellulaire. Il est notamment responsable du bon repliement des protéines et intervient dans le trafic 

vésiculaire, la production de ROS, la gestion des flux calciques (Liebrand et al., 2012). 

Nombreux sont les effecteurs de différentes origines biologiques qui ont été localisés au RE. 

Sur 49 effecteurs RXLR de l’oomycète Hyaloperonospora arabidopsidis, 18% sont localisés au niveau 

du RE (Caillaud et al., 2012). Il a été montré que trois effecteurs bactériens, PipBSt, SopBSt, and WipBLp, 

localisent au ER lorsqu’ils sont exprimés chez la levure (Weigele et al., 2017). Un effecteur de la 

bacterie Pseudomonas syringea, HOPD1, interagit avec un facteur de transcription au niveau du RE, ce 

qui lui permet de supprimer l’ETI (Block et al., 2014). Cette stratégie a été aussi observée chez les 
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oomycètes ; l’effecteur Pi03192 de P. infestans interagit avec deux facteurs de transcription, empêche 

leur passage du RE au noyau et supprime ainsi la PTI (McLellan et al., 2013).  

Le RE est également sollicité pour la mise en place de la mort cellulaire (Xu et al., 2012). 

Lorsque la quantité de protéines mal repliées augmente fortement et sature les complexes cellulaires 

de dégradation, la cellule rentre en situation de « stress du RE ». La réponse UPR (Unfolded Protein 

Response) permet d’augmenter les capacités d’élimination de la cellule mais peut aboutir à l’apoptose 

de la cellule (Mori, 2000; Cai et al., 2014). Un effecteur de P. sojae, Avh262, est capable de supprimer 

la mort dû au stress du ER en stabilisant les chaperonnes impliqués dans l’UPR (Jing et al., 2016). 

Certains agents pathogènes comme le champignon Piriformospora indica au contraire induisent un 

stress au RE par le biais de l’inhibition de l’UPR dans les cellules colonisées. Ceci conduit au gonflement 

du RE et l’activation de la mort cellulaire avec l’implication des caspases permettant la phase 

nécrotrophe de l’interaction (Qiang et al., 2012). 

Pv47 pourrait cibler les voies de sécrétion du RE 

Les expériences d’immunoprécipitation ont identifié la protéine SEC31-B parmi les plausibles 

interactants de Pv47. Cette interaction doit encore être confirmée par une autre technique, mais 

SEC31-B constitue un très bon candidat car il est aussi localisé au niveau du RE et en plus il est présent 

chez la vigne. SEC31-B est une protéine cytoplasmique qui intervient dans le complexe protéique COPII. 

COPII permet le bourgeonnement de la membrane plasmique du RE jusqu’à la formation des vésicules. 

Une fois que la membrane de la vésicule s’est refermée et s’est décrochée du RE, le complexe COPII se 

disloque pour se reformer à proximité de la membrane du RE. Les composants de COPII restent ainsi à 

proximité du RE. C’est ce qui a été observé grâce aux constructions de SEC23-a, SEC23-d, et SEC24-a, 

éléments du complexe COPII, fusionnés aux protéines fluorescentes GFP et RFP : leur expression chez 

N. benthamiana montre une localisation très similaire à Pv47, avec le signal fluorescent dessinant un 

maillage caractéristique du RE avec des points plus intenses (Aboulela et al., 2018). Ces points 

correspondent aux sites de sortie du RE, appelés ERES (de l’anglais Endoplasmic Reticulum Exit Sites), 

qui sont les lieux de la formation de vésicules. Ces points rappellent ceux observés sur le RE dans les 

cellules qui expriment Pv47 marqué à la citrine (Figure 66). Lorsqu’un autre acteur du complexe COPII, 

SEC24A, est muté chez A. thaliana des perturbations de la morphologie du RE tubulaire ainsi que de la 

membrane du Golgi ont été observées (Faso et al., 2009). Une explication pour l’apparition des 

agrégats observés sur le RE lors de l’expression de Pv47 (Figure 66) pourrait donc être que Pv47 

perturbe la formation de vésicules de la même manière que la mutation de SEC24A. Une observation 

de l’ultrastructure du RE par microscopie électronique permettrait de mieux distinguer les agrégats. 

De plus, marquer SEC31 avec une protéine fluorescente permettrait de vérifier sa présence ou absence 
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sur ces perturbations. Cependant, l’observation potentielle des ERES marqués par Citrine-FLAG-Pv47 

et l’apparition d’agrégats sur le RE suggèrent l’idée que Pv47 interagit avec SEC31-B.  

Les observations microscopiques et l’identification de SEC31-B comme interactant me portent 

à proposer l’hypothèse que Pv47 ciblerait le trafic vésiculaire entre le RE et le Golgi. Cette idée s’appuie 

sur le fait qu’une perturbation du complexe COPII où intervient SEC31 conduit à une diminution du 

diamètre des Golgi et une déstructuration (Osterrieder et al., 2010) ; les mêmes phénomènes sont 

observables suite à un traitement BFA, inhibiteur du trafic vésiculaire. (Ritzenthaler et al., 2002). Pour 

vérifier rapidement les liens entre Pv47 et le trafic vésiculaire, il est envisageable de suivre l’évolution 

du Golgi après expression de 47∆sp par microscopie grâce à des marqueurs spécifiques. Une autre 

approche est de vérifier si Pv47 perturbe la sécrétion d’une GFP fusionnée à peptide signal. Elle a été 

utilisée pour caractériser XopJ, un effecteur bactérien de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. La 

co-expression de l’effecteur et de secGFP montre une accumulation sec-GFP dans les structures 

réticulées et une diminution dans le liquide apoplastique (Bartetzko et al., 2009).  

Le trafic vésiculaire est une composante importante de la PTI (Wang et al., 2014). Les 

molécules antifongiques, comme les inhibiteurs de protéases, ou les phytoalexines sont sécrétées dans 

la matrice extra-haustoriale par les voies d’exocytose. Certains effecteurs ciblent ces sécrétions pour 

diminuer l’impact de la PTI. Ainsi, Avrblb2, un effecteur RXLR de P. infestans, interfère avec la sécrétion 

de la cystéine protéase C14 de type papaïne en intervenant au niveau de la membrane plasmique près 

de l’haustoria (Bozkurt et al., 2011). Un autre effecteur de P. infestans, AVR1, interagit avec un 

composant du complexe Exocyst, perturbant potentiellement le trafic vésiculaire (Du et al., 2015c). 

La localisation de Pv47 pourrait ne pas se limiter au RE  

Un autre élément lié au trafic vésiculaire dans le cadre d’une infection est l’organisation de 

l’interface entre la cellule hôte et l’agent pathogène. Lorsque l’oomycète développe l’haustoria à 

l’intérieur de la cellule végétale, une membrane extra-haustoriale (EHM) se superpose, qui est plus 

tardivement recouverte par une enveloppe de paroi protectrice (Meyer et al., 2009b). Ces 

caractéristiques ont été observées chez certains oomycètes et champignons mais ne sont pas 

systématiques. Des observations par microscopie électronique indiquent que l’EHM a une composition 

et une différentiation fonctionnelle différentes de la membrane plasmique (Hansen and Nielsen, 

2017). Les structures associées à l’EHM semblent provenir de la prolifération de corps multi-

vésiculaires (MVB) sécrétés par les TGN (réseau des trans-Golgi) qui s’accumulent à proximité des 

haustoria au moment d’une infection (Meyer et al., 2009; Hansen and Nielsen, 2017; Li et al., 2018). 

Mais il est possible que ce ne soit pas la seule voie impliquée. En effet, un composant du trafic 

vésiculaire spécifique au RE, la protéine SAR1, élément de COPII, a été retrouvée sur l’EHM (Kwaaitaal 
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et al., 2017). Cependant, l’inhibition du trafic conventionnel RE-Golgi par la BFA ne perturbe pas la 

formation de l’EHM. Il est alors supposé que l’EHM est formé également à partir d’un trafic non-

conventionnel où interviennent certains éléments de COPII. Ainsi, il a été proposé que Blumeria 

gramini f. sp hordei introduit des effecteurs pour contrôler le trafic vésiculaire et faciliter la formation 

de l’EHM (Kwaaitaal et al., 2017). En accord avec cette idée, il a été montré que l’effecteur Avh262 de 

P. sojae, capable de supprimer la HR, localise au niveau du RE quand il est exprimé chez N benthamiana 

mais dans la cadre d’une infection par P. sojae il est relocalisé au niveau de l’EHM (Jing et al., 2016). 

Également, une réorganisation du RE de la cellule infectée autour des haustoria a été observée dans 

le cadre de l’infection de H. arabidopsidis (Caillaud et al., 2012). 

Quelle est la localisation réelle de Pv47 dans le cadre d’une infection ? Cette relocalisation 

serait-elle également possible pour Pv47 ? Il n’est pas possible actuellement de transformer P. viticola 

pour connaitre la réelle localisation de Pv47 dans le cadre d’une infection. Pour le vérifier il a deux 

approches possibles. La première serait d’introduire la séquence de Pv47 dans le génome d’un agent 

pathogène plus facile à transformer, comme P. infestans. L’approche repose sur la très grande 

similitude des stratégies d’infection que l’on retrouve au sein des oomycètes. La seconde approche 

serait d’infecter des feuilles de N. benthamiana, qui expriment transitoirement Pv47 marqué à la 

citrine, à l’aide d’un oomycète compatible comme P. nicotianae, P. parasitica ou P. infestans. 

Pv47 inhibe le développement de Botrytis cinerea à un stade spécifique de son infection 

L’expression transitoire de Pv47 chez N. benthamiana induit la mort cellulaire et inhibe le 

développement du champignon nécrotrophe B. cinerea. Cette apparente contradiction peut 

s’expliquer sur la base des dernières connaissances sur le cycle infectieux de cet agent pathogène. 

L’infection de B. cinerea est divisée en deux étapes. La première étape a lieu au cours des 24 premières 

heures, les conidies germent à la surface supérieure des feuilles et sécrètent des facteurs inducteurs 

de nécrose sur le site d’infection qui dessine alors la lésion primaire. La plante sécrète également de 

son côté des facteurs inducteurs de mort cellulaire fongique. Pendant les 24 heures suivantes se 

déroule une phase de quiescence pendant laquelle la plupart des hyphes de B. cinerea meurent. La 

seconde étape a lieu à 72 heures après la germination des spores, les hyphes qui survivent sécrètent 

des facteurs inducteurs de mort cellulaire végétale. Les tissus végétaux meurent et macèrent avant 

d’être colonisés par les hyphes (van Kan, 2003; Shlezinger et al., 2011). Lorsque B. cinerea est inoculé 

sur des tissus qui expriment Pv47, les spores germent, pénètrent et forment la lésion primaire. Mais 

au moment de la deuxième étape, la croissance des hyphes ne semble pas être capable de repartir 

alors qu’une zone de mort cellulaire parfois très grande se propage à partir du site d’inoculation. Ceci 

pourrait s’expliquer par la réponse immune induite par Pv47, qui prédisposerait la plante à se défendre 
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de l’infection avec plus d’efficacité. Dans cette situation, les hyphes meurent en totalité ou leur 

croissance est freinée par les défenses végétales induites par Pv47 (comme la production de ROS, de 

barrière de callose, de composés antifongiques). Pour valider cette hypothèse, des marqueurs de 

viabilité cellulaire peuvent être utilisés sur les hyphes, en parallèle au suivi de l’expression de gènes 

spécifiques par RT-qPCR. Une cinétique plus fine réalisée avec une souche fluorescente de B. cinerea, 

assistée par microscope confocale, aiderait aussi à mieux comprendre ce phénomène. 

Les résultats obtenus avec B. cinerea sont différents selon la période de l’année dans laquelle 

ont été faites les expériences. Les variations des conditions de cultures peuvent être à l’origine de cette 

variabilité observée. Les tests sont donc à réitérer au fil des saisons, une approche fréquente dans le 

cadre de tests phytopathologiques. Ceci dit, malgré la variabilité observée dans les tests 

phytopathologiques de B. cinerea il a été possible d’observer de façon régulière que la présence de 

Pv47 cause une réduction du développement de B. cinerea. 

La tâche de tissus nécrosés autour de l’infection est surprenante car elle se développe très 

largement sur les tissus qui expriment Pv47, parfois très loin du site d’inoculation de B. cinerea. Sa 

présence ne semble pas être strictement nécessaire pour voir une augmentation de la résistance à B. 

cinerea. S’agit-il d’une propagation des facteurs de mort cellulaire du champignon qui diffusent à 

travers l’apoplasme? Ou le stress induit par Pv47 concomitant avec la mort des cellules au site 

d’infection propage-t-il une HR particulière de cellules en cellule avec un effet domino ? L’utilisation 

de souches mutées pour des facteurs de nécrose de B. cinerea était une approche intéressante pour 

répondre à la première question mais elle n’a pas été concluante, car les tests ont été réalisés dans 

une période où le phénotype de macération n’était pas ou peu visible. Pour répondre à la seconde 

question, suivre l’expression de gènes marqueurs d’une mort cellulaire de type HR sur les tissus 

nécrosés peut être une solution. Mais comme énoncé précédemment, les morts cellulaires sont très 

difficiles à distinguer. L’obtention de lignées d’A. thaliana surexprimant Pv47 permettra de valider le 

phénotype obtenu avec B. cinerea sur un second hôte et aussi d’éliminer la possibilité que la procédure 

d’agroinfiltration joue un rôle dans le phénomène. 

3. Conclusion 

Dans ce chapitre j’ai montré que Pv47 est un effecteur candidat de P. viticola localisé au RE qui 

active des réponses de résistance chez des Nicotianeae. Ces réponses se traduisent par une restriction 

du développement de certains agents pathogènes. Cependant, certaines expériences nécessitent 

d’être répétées et certains résultats, notamment les immunoprecipitations, doivent être complétés 

par d’autres méthodes. Par exemple, des plantes d’A. thaliana surexprimant Pv47 sont en cours 

d’obtention ; ces lignées permettront de vérifier si la localisation et les perturbations du RE sont 
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toujours visibles, mais également de réaliser des tests d’infection par un oomycète biotrophe H. 

arabidopsidis, proche dans sa stratégie d’infection à P. viticola.  

Il est donc encore difficile de conclure quant au rôle exact de cet effecteur au cours de 

l’infection. Néanmoins, la confirmation des interactions avec le gène de résistance de type R1a3 et/ou 

la protéine SEC31-B ouvrirait des voies pour l’utilisation de ces protéines pour la création de variétés 

résistantes au mildiou de la vigne. L’utilisation du gène de type R1a3 devrait faire appel à des 

programmes de biotechnologie en introduisant le gène de résistance des Nicotianeae chez les vignes 

cultivées. Concernant SEC31-B, l’identification de l’homologue chez la vigne et l’étude de la variabilité 

naturelle du gène dans une collection d’accessions de vigne pourrait conduire à l’identification d’allèles 

du gène qui ne sont pas ciblés par Pv47 et qui auront le potentiel de fonctionner comme des gènes de 

résistance récessifs. 
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Ma thèse s’inscrit dans un programme de recherche qui vise à développer de nouvelles 

variétés de vigne durablement résistantes contre le mildiou, causé par l’oomycète Plasmopara viticola. 

Le but de mon projet de thèse était d’identifier de nouveaux gènes de résistance chez la vigne. Mon 

travail s’est donc organisé selon deux axes principaux : 

- Identifier des gènes de résistance majeurs chez des vignes résistantes originaires 

d’Asie et d’Amérique. 

- Réaliser une analyse fonctionnelle des effecteurs de P. viticola afin d’identifier leurs 

rôles dans les stratégies d’infection de l’oomycète et de caractériser leurs cibles 

protéiques chez son hôte. 

 

Le premier volet de la thèse a débuté par une recherche d’effecteurs de P. viticola reconnus 

par les vignes résistantes, via l’expression transitoire d’une quinzaine d’effecteurs conservés sur des 

vignes résistantes. L’approche a été initiée sur des effecteurs de la famille RXLR puis a été étendue aux 

effecteurs de la famille WY-domain. Outre Pv33, aucun effecteur candidat reconnu par les vignes 

resistantes n’a pu être identifié. Ceci peut être principalement attribué au faible nombre d’effecteurs 

utilisés pour le crible. Il pourrait également s’expliquer par les limites techniques et biologiques de la 

transformation de la vigne. En effet ; le protocole de transformation de tissus foliaire utilisé, bien 

qu’étant le plus efficace décrit, est responsable d’un important bruit de fond. Ce dernier pourrait être 

trop élevé pour réussir à distinguer une mort cellulaire de type HR sur les cellules transformées. Des 

techniques complémentaires et alternatives ont été testées : 

- Un contrôle positif, sous forme de couple R/Avr connu chez la vigne, a été recherché 

pour permettre la discrimination des morts cellulaires de type HR du bruit de fond de 

l’expérimentation. Réalisé via la co-expression des effecteurs avec le gène de 

résistance cloné Rpv1 chez le modèle végétal N. benthamiana, aucun effecteur testé 

n’a permis d’identifier de couple R/Avr. 

- Les réactions de défense ont été suivies via l’accumulation de transcrits du gène 

VvHSR, marqueur d’une mise en place de HR. La technique s’est révélée efficace pour 

étudier la HR induite par l’expression de Pv33 sur V. vinifera cv. Syrah, variété sensible 

et facile à transformer. 

- Une approche indépendante de l’utilisation d’A. tumefaciens a été initiée via 

l’infiltration des effecteurs purifiés et produits par des levures. Les premiers résultats 

ont montré que les effecteurs ne transloquent pas directement dans les cellules 

végétales. Cette limite interrompt toute possibilité d’observer une réaction cellulaire 

via cette technique. 
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L’approche de suivi de l’expression de VvHSR comme marqueur de HR est prometteuse et 

devra être exploitée pour la suite du projet de recherche. Néanmoins les enjeux majeurs reposent sur 

la difficulté à transformer transitoirement certains cépages résistants ainsi que sur la vérification de 

l’efficacité de la transformation. Ces difficultés pourront être surmontées par l’utilisation comme 

témoin positif de Pv33 ou d’autres effecteurs de P. viticola nouvellement décrits dans la littérature 

comme inducteurs de HR. Une fois que ces problèmes seront résolus, le crible devra être appliqué à 

un plus grand nombre d’effecteurs. Le choix pourrait se porter sur ceux qui ont un profil d’expression 

plus précoce au cours de l’infection, à l’image de Pv33 dont l’expression est précoce dans les spores 

germées. 

L’obstacle majeur dans la recherche de gènes de résistance de la vigne et de couples R/Avr par 

expression transitoire d’effecteurs candidats est la transformation des tissus foliaires. Cette limite 

semble assez importante pour s’interroger sur la pertinence de la stratégie. D’autres approches 

peuvent être utilisées dans la recherche de couples R/Avr ; comme la cartographie génétique du gène 

Avr par croisement d’isolats virulents et avirulents de pathogène ; ou une stratégie de génétique 

d’association par reséquençage d’isolats virulents et avirulents pour identifier des mutations associées 

à la virulence. A ce jour, ces approches peuvent être utilisées seulement pour identifier le gène Avr 

correspondant au QTL de résistance fort Rpv3, car c’est le seul gène pour lequel il existe des isolats 

virulents. 

 

Le second volet de la thèse consistait en une caractérisation fonctionnelle des effecteurs RXLR 

de P. viticola. En raison de fortes concurrences entre équipes de recherche, ce volet s’est élargi à la 

caractérisation fonctionnelle d’une famille protéique encore très peu étudiée chez les oomycètes : les 

protéines sécrétées avec un domaine WY. La littérature scientifique montre que ces protéines sont 

présentes chez plusieurs espèces d’oomycètes, laissant présager un rôle dans leur pouvoir infectieux. 

Nous avons pu souligner l’existence de cette famille chez P. viticola, ainsi qu’une ressemblance de 

séquence de certaines de ces protéines avec des effecteurs RXLR d’autres oomycètes. J’ai montré que 

l’une de ces protéines induit une mort cellulaire de type HR chez la vigne, ce qui suggère que cette 

nouvelle famille protéique pourrait fonctionner comme des effecteurs. 

La caractérisation fonctionnelle des effecteurs RXLR et WY-domain a été réalisée chez N. 

benthamiana. Malgré son éloignement phylogénétique de la vigne, ce modèle est aisément 

transformable et permet d’avoir une idée de la fonction des effecteurs une fois présents dans une 

cellule végétale ainsi que d’obtenir des informations sur les cibles protéiques des effecteurs. Malgré 

les différences entre les vignes et les Nicotianeae, il a été possible d’observer l’activation de défenses 

végétales pour trois effecteurs Pv33, Pv44 et Pv47. De plus, les résultats d’analyses métabolomiques 
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d’accumulation du tryptophane chez N. benthamiana, suite à l’expression transitoire d’un de ces 

effecteurs, évoquent ceux de l’accumulation du même acide aminé dans un contexte d’infection de 

vignes par P. viticola. Ces observations nous confortent dans la pertinence du choix de N. benthamiana 

comme modèle de substitution à la vigne. 

 

J’ai caractérisé trois effecteurs de P. viticola au cours de cette thèse. Les résultats de cette 

caractérisation se trouvent résumés dans le (Tableau 9). Mes résultats ont permis d’observer que ces 

trois effecteurs ont des localisations très différentes : l’effecteur Pv33 est nucléaire, l’effecteur RXLR 

Pv44 est cytoplasmique et Pv47 est associé au réticulum endoplasmique. Ces observations illustrent la 

stratégie multifonctionnelle déployée par P. viticola pour contrôler les cellules infectées. Connaître la 

localisation de ces trois effecteurs est également une information cruciale pour déterminer plus 

précisément leur fonction à sein de la virulence du parasite. Ainsi, il est possible de proposer une 

implication potentielle de Pv33 et Pv47 au niveau de l’expression génique et du système sécrétoire de 

la cellule hôte respectivement. Seule la localisation de Pv33 a été confirmée chez l’hôte V. vinifera cv. 

Syrah. Sa concentration dans l’espace confiné qu’est le noyau le rend visible au sein des tissus difficiles 

à transformer. Pour confirmer la localisation de Pv44 et Pv47 il serait possible de transformer des 

cellules de vigne en culture liquide via Agrobacterium ou par bombardement de microparticule 

(Baribault et al., 1989) (Hébert et al., 1993). Ces techniques ne permettent pas de faire une 

caractérisation fonctionnelle détaillée, mais elles permettent de vérifier la localisation subcellulaire 

des effecteurs. Des lignées transgéniques d’A.thaliana qui expriment les effecteurs fusionnés à un 

marqueur fluorescent sont en cours d’obtention, elles permettront de vérifier la localisation des 

effecteurs sur une gamme d’hôte plus importante. 

 

L’expression transitoire de chacun de ces trois effecteurs induit l’apparition de nécroses plus 

ou moins contrastées chez N. benthamiana, associées à une production de phytoalexines. Certaines 

de ces morts cellulaires ont déjà été observées chez d’autres modèles végétaux : l’expression 

transitoire de Pv47 induit une mort cellulaire chez N. tabacum spp et celle de Pv33 induit des nécroses 

chez d’autres espèces de Nicotiana ainsi que chez chez V. vinifera cv. Syrah. Il n’a pas été possible à 

l’heure actuelle de déterminer l’origine précise de ces nécroses. Chacune des morts cellulaires 

observées présente des caractéristiques particulières : 

- la mort cellulaire induite par l’expression de Pv33 est détectée chez différentes 

Nicotianeae et chez la vigne. J’ai montré également que cette mort cellulaire est 

indépendante de protéines impliquées dans la signalisation de défense végétale EDS1, 

dépendante de la protéine SGT1 et d’une localisation nucléaire. Ces résultats 



Mécanismes 
de défense végétale 
en réponse à l’effecteur

Mort cellulaire
Production de phytoalexines

Localisation Cytoplasmique Nucléaire 
(Nucléole et foyers nucléaires) Réticulum Endoplasmique

Mort cellulaire 
dépendante de SGT1

Ilots nécrotiques/Mort cellulaire
Production de phytoalexines 
et de ROS, Dépôt de Calloses

Suppression des défenses 
végétales induite par Inf1 Oui Renforce la mort cellulaire

Résistance à :

P. parasitica

P. syringea 

sp. DC3000

A.tumefaciens

PVX

Botritys cinerea

Inchangée

Inchangée

Inchangée

Inchangée

Inchangée

Augmentée

Nécrose renforcée

Augmentée

Inchangée

Augmentée

Localisation Nucléaire - -

Recherche des cibles
Initiée

(Candidats SHUV1 et GTL1
à confimer)

Mécanismes de défense 
végétale en réponse à l’effecteur -

Mort cellulaire 
Sur-expression de VvHSR -

Initiée
(Candidats SEC31B et R1A3

à confimer)

Tableau 9 :  Récapitulatif des résultats obtenus pour Pv33, Pv44 et Pv47 sur N. benthamiana et transposés sur Vitis vinfiera cv. Syrah. 
 «-»: indeterminé par les approches expérimentales mises en œuvre; nd : non déterminé.
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suggèrent que la mort cellulaire ne serait pas induite par la détection de l’effecteur 

par un gène de résistance. 

- Pv47 entraîne une mort cellulaire chez N. tabacum ainsi qu’une production de ROS et 

un dépôt de callose chez N. benthamiana. Le fait que l’expression de cet effecteur 

réduit la sensibilité à plusieurs pathogènes fait penser à une induction de réponses 

immunes via la détection par un gène de résistance. 

- La mort cellulaire induite par Pv44 chez N. benthamiana n’est pas systématique, elle 

peut dépendre d’un seuil déclencheur. 

Le déclenchement de ces nécroses pourrait dépendre d’une détection indirecte des effecteurs 

par leur activité dans les cellules végétales et du rôle essentiel des fonctions cellulaires végétales 

modifiées par leur présence. Lorsque leurs cibles seront identifiées, au vu des symptômes contrastés 

déjà observés, les mécanismes moléculaires qui régissent l’activité de ces effecteurs devraient être 

relativement aisés à identifier. 

 

Deux des effecteurs semblent complémentaires au vu des voies de signalisation de défenses 

végétales mises en jeux par leur présence. La co-expression de INF1 et Pv47 montre une augmentation 

de la nécrose induite par le premier, un résultat qui indique une synergie dans les voies de signalisation 

activées par la détection de INF1 et Pv47. Mes résultats de co-expression de Pv44 avec INF1 montrent 

que l’effecteur est capable de supprimer la HR induite par ce dernier. Ces données illustrent 

l’interdépendance des effecteurs entre eux. A l’image du model en Zigzag, la mort cellulaire provoqué 

par Pv47 devrait donc être supprimée par Pv44. Cette hypothèse n’a pas pu être vérifiée par co-

expression des deux effecteurs chez N. benthamiana parce qu’ils sont clonés dans le même plasmide, 

ce qui empêche la réalisation des tests de suppression d’induction de mort cellulaire. 

 

Au cours de l’étude fonctionnelle des effecteurs de P. viticola pour la recherche de nouveaux 

gènes de résistance, il est primordial de vérifier leurs implications dans la virulence du parasite. 

L’impossibilité de transformer la vigne ou P. viticola est un réel frein pour obtenir cette information. 

Pour pallier ce problème, j’ai testé la capacité d’infection de différents agents pathogènes aux modes 

d’infection variés en présence des effecteurs Pv44 et Pv37 chez N.benthamiana. Les tests ont été 

réalisés avec un champignon nécrotrophe, un oomycète hémibiotrophe, deux bactéries 

respectivement biotrophe et hémi-biotrophe et un virus. Pv47 a montré une capacité à réduire 

l’infection de certains d’entre eux. Le problème majeur de cette étude réside dans le fait qu’aucun 

agent pathogène biotrophe, et donc similaire à P. viticola, n’a été testé. La génération de 

transformants d’A. thaliana qui expriment chacun des effecteurs a été initiée, cependant les lignées 
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n’ont pas pu être obtenues à temps pour réaliser les tests d’infection par l’oomycète biotrophe 

obligatoire Hyaloperonospora arabidopsidis. S’il n’était pas possible d’obtenir des lignées d’A. thaliana 

exprimant les effecteurs constitutivement, il serait nécessaire de passer par un système d’expression 

inductible.  

 

Les cibles protéiques de deux effecteurs, Pv33 et Pv47, ont été recherchées par 

immunoprécipitation après expression transitoire chez N. benthamiana. Cette expérimentation serait 

à étendre à Pv44, dont l’étude a été intentionnellement arrêtée au cours de la thèse. Plusieurs cibles 

candidates ressortent pour Pv33 et Pv47 et la confirmation de l’interaction est en cours. Pour 

l’effecteur Pv33, qui se concentre dans le nucléole et les foyers nucléaires, deux interactants potentiels 

sont impliqués dans la régulation transcriptionnelle : le facteur de transcription GTL1 et l’histone 

méthyle-transférase SUVH1. Après confirmation de l’interaction, les cibles génétiques de Pv33 

pourront être identifiées soit par observation des variations du transcriptome grâce aux techniques de 

puce à ADN ou RNA-Seq, soit par Chip-seq. Concernant Pv47, il serait intéressant de tester deux 

interactants potentiels : une protéine impliquée dans le trafic vésiculaire du réticulum endoplasmique, 

SEC31B, qui rappelle l’association de Pv47 au RE, et un gène de résistance de type NBS-LRR, qui 

pourrait être responsable du phénotype de mort cellulaire observé. 

Connaître les cibles de ces trois effecteurs est essentiel pour identifier de nouvelles sources de 

résistance à P. viticola. De la même manière que le gène de résistance récessif prv2 du piment contre 

le virus PVY, il sera possible de rechercher des variantes de séquence de ces cibles chez d’autres vignes. 

En effet, quelques mutations pourraient empêcher l’interaction avec les effecteurs de P. viticola. Pour 

identifier les motifs nécessaires à l’interaction entre les effecteurs et leurs cibles protéiques, il est 

possible de cloner des séquences tronquées des effecteurs et de vérifier le maintien de l’interaction 

par co-immunoprécipitation après expression chez N. benthamiana. Il faut cependant conserver 

l’hypothèse qu’une redondance fonctionnelle semble exister chez les effecteurs des oomycètes et 

qu’elle peut rendre caduques les gènes de résistance choisis. L’étape de vérification de l’implication 

des effecteurs dans la virulence de P. viticola citée plus haut est donc primordiale. 

 

Pour conclure, ce projet de thèse n’a pas permis d’identifier des facteurs de résistance majeurs 

contre P. viticola via l’approche de criblage définie au départ, mais ce travail a permis de mettre en 

évidence des pistes techniques à explorer pour rendre le crible plus performant et pouvoir ainsi 

l’élargir à un nombre plus grand d’effecteurs. En parallèle, l’étude fonctionnelle de deux familles 

d’effecteurs constitue une voie de recherche prometteuse pour l’identification de résistances 

alternatives. 
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1. Matériel végétal 

Les plants de vigne utilisés dans les expérimentations ont été cultivés en serre ou en culture in 

vitro.  

Les vignes cultivées en serre semi-contrôlée sont cultivées en pots à partir de boutures à 22-

19°C (jour-nuit) sous une photopériode de 16/8h (jour-nuit). Les plants sont multipliés par bouturage 

tous les 3 mois. 

Les vignes en culture in vitro sont maintenues par repiquage de boutures sur milieu gélosé 

stérile (1.28 g/l de McCroown Woodyplant medium, 12.5 g/l de saccharose, 3.75 g/l d’agar) pH 6.5 en 

tubes et cultivées en chambre de culture à 22-19°C (jour-nuit) sous une photopériode de 16/8h 

(jour/nuit). Les plantes sont multipliées par bouturage toutes les 8 semaines. 

Les lignées de Nicotiana benthamiana, Nicotiana occidentalis, Nicotiana. tabacum cv. 

Havana et cv. Samsun sont cultivées en serre semi-contrôlée à une température minimale de 18°C et 

maximale de 28° (jour-nuit) et sous une photopériode de 14/10h (jour-nuit, 10 klx minimum). 

Les lignées de Nicotiana benthamiana utilisées à l’Université de Århus sont fournies par 

Sejet, Horsens, Danemark. Le matériel végétal est cultivé en chambre de croissance à une température 

de 17°C sous une photopériode de16/8h (jour-nuit) sous une humidité de 75% pendant deux semaines.  

2. Matériels microbiens 

Plasmopara viticola (isolat Pv221) est maintenu sur feuilles de Vitis vinifera cv. Muscat Ottonel 

placées en boites de Petri sur papier filtre humide et incubées en chambre de Thermoplan à 21°C sous 

une photopériode de 16h/8h (jour-nuit). L’oomycète est maintenu par repiquage toutes les semaines : 

des feuilles de plantes cultivées en serre sont détachées, lavées placées en boites de Petri sur du papier 

filtre humide et inoculées avec une suspension de spores. Les boites de Petri sont maintenues à 

l’obscurité pendant 24h et puis incubées comme indiqué ci-dessus. 

Phytophthora parasitica (isolat 329) est maintenu en boite de Petri sur milieu malt-agar (10 

g/L) à l’obscurité en chambre de Thermoplan à 23°C. L’oomycète est maintenu par repiquage tous les 

mois par transferts de cubes de gélose infectés par du mycélium. 

Botrytis cinerea (isolat BMM et B05.10, souches transformées B05-10-GFP, B05-10-stc1Δ, 

B05-10-pks6 Δ) est cultivé sur milieu V8 clarifié-agar (5% V8, 0.1g/L de CaCo3, 3.75 g/L d'agar) à 

l’obscurité en chambre de Thermoplan à 23°C. Le repiquage se fait par dépôt de spores en suspension 

à 108 sp/mL minimum toutes les 2 semaines (avec un maximum de 4 repiquages). 
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Pseudomonas syringea pv. tomato DC3000 est cultivé en milieu NYGB supplémenté par de la 

kanamycine (25 µg/mL) et de la rifampicine (100 µg/mL) à 28°C à l’obscurité pendant 48h en milieux 

solide et 8 à 16h en milieu liquide. 

Pichia pastoris est maintenu en milieu liquide LB supplémenté par de la Zeocine (100 µg/mL) 

sous agitation à 37 °C à l’obscurité. 

Les souches B. cinera, P. syringae, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli et P. pastoris 

sont maintenues par glycérol stock (25% glycerol final) à -80°C. 

3. Extraction d’ADN et ARN  

Pour l’extraction de l’ARN de P. viticola : se référer à (Dussert et al., 2018). 

Pour l’extraction de l’ADN de V. vinifera infécté : Deux disques (1 cm de diamètre) foliaires 

infectés sont broyés dans l’azote liquide. 600 L de tampon d’extraction (5% de TRIS 1M à pH =8, 2% 

d ‘EDTA 0,5M pH=8, 4,1% de NaCl, 1% de CTAB et 1% de PVP) sont ajoutés, les échantillons sont 

chauffés à 61°C pendant 1h puis supplémentés par 400 L de chloroforme/alcool isoamilique. Après 

centrifugation (à 16 000 x g pendant 10 min à 4°C), la phase aqueuse est transférée dans un nouveau 

tube avec 2/3 de volume d’isopropanol. Après 30 minute d’incubation à température ambiante, les 

échantillons sont centrifugés (16 000 x g pendant 10 min) et le culot est lavé à l’éthanol 70%, séché et 

resuspendu dans de l’eau stérile.  

4. Clonage d’effecteurs et transformation de A. tumefaciens 

Pour les constructions marquées avec le gène rapporteur GFP se référer au protocole figurant 

dans (Combier et al., 2019). 

Amplification : les séquences des gènes ont été amplifiées à partir d’ADN génomique et 

d’ARNm rétrotranscrits de feuilles infectées, en utilisant des amorces contenant les sites de restriction 

appropriés. Les PCRs ont été conduites en utilisant la polymérase de haute fidélité Phusion (New 

England Biolabs). Le programme utilisé comprend 35 cycles de 15s à 98°C, 30s à 60°C, 45s à 72°C, suivis 

par une extension finale de 5 minutes à 72°C. 

Clonage : Les produits de PCR ont été digérés par les enzymes de restriction Xba1 et Xma1 et 

clonés dans le plasmide pBIN61 digéré par les mêmes enzymes. Le plasmide pBIN61 est dérivé du 

plasmide binaire pBIN19 et comporte, entre autres, un gène de résistance à la kanamycine qui permet 

de sélectionner les colonies transformées et des sites d’hybridation d’amorces universelles de 

séquençage M13.  
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Transformation de E. coli : Des bactéries E. coli DH10B sont transformées par électroporation 

avec les produits de ligation. L’électroporation est effectuée avec le Gene Pulser II (BioRad) (réglage : 

capacitance de 50 F, résistance de 200 , et différence de potentiel 1,8 kV) et des cuves dont 

l’écartement entre les électrodes est de 0,1 cm. Les colonies transformées sont ensuite sélectionnées 

sur du milieu LB contenant de la kanamycine (50 µg/mL).  

PCR colonie : Après 24h, les colonies sont utilisées comme sources d’ADN dans le mélange 

composé de 0.05 unité de polymérase GoTaq (Promega), 0.5 pmol de chaque amorce et les amorces 

universelles M13. Le programme utilisé comprend 30 cycles de 20s à 94°C, 20s à 55°C, 2 minutes à 

72°C suivis par une extension finale de 10 minutes à 72°C.  

Validation de la construction : Les plasmides sont ensuite extraits grâce au kit QIAprep Spin 

Miniprep (Qiagen). L’identité des gènes clonés est confirmée par séquençage. Les séquences sont 

assemblées à l’aide des modules PreGap4et GAP4 du logiciel Staden puis alignées avec les séquences 

de référence en utilisant le logiciel SerialCloner. 

Transformation de A. tumefaciens : Les bactéries A. tumefaciens C58C1 contenant le plasmide 

pCH32 sont transformées par électroporation avec les plasmides recombinés, les colonies 

transformées sont sélectionnées sur milieu LB supplémenté en kanamycine (50 µg/mL) et en 

tétracycline (2,5 µg/mL). 

5. Expression transitoire par agroinfiltration 

Les agroinfiltrations de N. benthamiana ont été réalisées comme décrit dans (Mestre et al., 

2016). 

Les agroinfiltrations de V. vinifera ont été réalisées comme décrit dans (Santos-Rosa et al., 2008). 

Cependant la suspension bactérienne a été supplémentée de 0,3% de Silwet-L77. L’infiltration des 

disques de vignes issus des plus jeunes feuilles étalées a été réalisé par immersion pendant 10 min 

dans la solution bactérienne tel que décrit dans (Lizamore and Winefield, 2015). 

6. Virus-Induced Gene Silencing (VIGS) 

Le silencing de SUVH1 de N. benthamiana a été réalisé comme décrit dans (Combier et al., 

2019). 
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7. Clonage SLIC, transformation de levures et infiltration de protéines 

purifiées 

Amplification : les séquences des effecteurs ont été amplifiées à partir des clones dans pBIN61 

en utilisant la polymérase d’haute-fidélité Phusion (Finnzymes), avec 0,5 pmol de chaque primer, 10 

mM de dNTPs, 5X du tampon GC. Le programme utilisé comprend 30 cycles de 10s à 98°C, 30s à 58°C, 

72°C (le temps paramétré en fonction de la longueur du fragment attendu : 45 sec pour 1kb, suivis par 

une extension finale de 10 minutes à 72°C. Les amorces pour SLIC ont une extension de 25 nucléotides 

qui s’alignent avec le vecteur pPICZαA-GFP (vecteur Invitrogène Modifié) 

Clonage : Le SLIC est adapté du protocole (Jeong, 2012), 400 ng de vecteur ont été utilisé au 

lieu des 100 ng décrits. 20 ng de RecA ont été ajoutés par réaction (Thermo fisher). 

Transformation de E. coli : Pour la transformation de E. coli, 2 µl du mélange de plasmides a 

été complété par 20 µL de tampon KCM 5X et 78 µL d’eau dans un tube de 1,5 mL, et incubé pendant 

2 minutes sur glace. Le mélange plasmidique a été ajouté à des E. coli (Souche DH5B) rendues 

compétentes chimiquement et incubées pendant 20 minutes sur glace, puis 10 minutes à température 

ambiante. Le mélange est complété par 600 µL de milieu LB et incubé à 37°C sous agitation pendant 1 

heure. 150 µL sont déposés sur milieu gélosé de LB supplémenté par de la zéomycin (100 ng/µL). 

PCR colonie : Après 24h, les colonies ont été utilisées comme source d'ADN dans un mélange 

composé de 0,05 unité de Taq polymérase (VWR), 0,5 pmol de chaque primer, 10 mM de Tris/HCl pH 

8,5, (NH4)2SO2, 1,5 mM de MgCl2, 0,1% deTween-20 (tampon VWR), 10mM de dNTPs. Le programme 

PCR utilisé est : 1 cycle 94°C pendant 4 minutes, 35 cycles 94°C 1 minutes, 52°C 1 minutes, 72°C (le 

temps paramétré en fonction de la longueur du fragment attendu : 45 sec pour 1kb). Les constructions 

ont été vérifiées par PCR à l'aide des amorces SLIC et par séquençage. La linéarisation vectorielle a été 

réalisée par digestion de nuit à l'aide d’EcoRI (Fermentas). 

Transformation de P. pastoris: Les levures ont été rendues compétentes et transformées selon 

les instructions du kit Easycomp (Invitrogen). 

Expression inductible des constructions : Les levures transformées sont cultivées dans un 

milieu WM8 supplémenté de 3 % de méthanol absolu pendant 1 semaine sous agitation (320 RMP) à 

28°C. La présence du GFP dans le surnageant a été évaluée par stéréomicroscopie (GFP) ou par 

observation au GelDoc sous lumière bleu. 

Milieux WM8 : 50 g/L de sucrose, 0,25 g/L de NH4H2PO4, 2,8 g/L de NH4Cl, 10 g/L de glutamate 

de sodium, 0,25 g/L de MgCl2·6H2O, 0,1 g/L de CaCl2 2H2O, 2 g/L de KH2PO4, 0,55 g/L de MgSO4·7H2O, 

75 mg/L de myo-inositol, 1,75 mg/L de ZnSO4·7H2O, 0,5 mg/L de FeSO4·7H2O, 0,1 mg/L de CuSO4·5H2O, 

0,1 mg/L de MnCl2·4H2O, 0,1 mg/L de Na2MoO4·2H2O, 10 mg/L d’acide nicotinique, 25 mg/L de 
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pyridoxin-HCl, 10 mg/L de thiamin-HCl, 2,5 mg/L de biotine, 50 mg/L de calcium pantothenate. 

(Boettner et al., 2002). 

Purification et Infiltration : Le surnageant de P. pastoris enrichi dans l’effecteur cloné est 

obtenu après centrifugation à 13 000 x g. Les feuilles de N. benthamiana de 4 semaines sont infiltrées 

avec 50 µL de surnageant à l’aide d’une seringue de 1 mL. 

8. Imagerie 

Les photographies prises sous lumière blanche et bleue, ainsi que celles prises par observation 

sous loupe binoculaire et microscopie à épifluorescence, ont été réalisées tel que décrit dans (Combier 

et al., 2019). La quantification du signal GFP sur les photos prises sous lumière bleue est réalisée à 

l’aide du logiciel Gene-Tools sur la zone dessinée par quatre cercles pour chaque patch d’infiltration. 

Les photographies réalisées sous microscopie confocale ont été réalisées à la plateforme de 

microscopie de l’IBMP, Strasbourg, en utilisant le microscope confocal LSM780 (Zeiss). 

9. Essais phytopathologiques 

Plasmopara viticola : Des disques de 1 cm de la première feuille étalée de vigne préalablement 

transformé par les constructions des effecteurs testés sont déposés sur papier humide en boite de 

Pétri. Les spores de P. viticola sont obtenues à partir de feuilles infectées par incubation dans l’eau et 

agitation. Une suspension de 105 sp/ml de spores est appliquée par spray sur la face inférieure des 

disques de vigne de manière uniforme. Les disques sont maintenus 24h à l’obscurité puis 6 jours en 

chambre de Thermoplan à 21°C sous une photopériode de 16/8h (jour-nuit). 

Botrytis cinera : Les feuilles de N. benthamiana agroinfiltrées son détachées à 48 hpa et 

déposées sur papier humide dans des boites de Petri face inférieure vers le haut. De l’eau stérile est 

versée sur les boites de Pétri contenant le mycélium de B. cinerea, l’ensemble est raclé, les spores sont 

récupérées avec un cône de 5mL sectionné, déposées dans un Falcon de 50mL et agitées. Le contenu 

est filtré sur gaze et centrifugé 5 minutes à 250 x g. Le culot est re-suspendu dans 500 L d’eau stérile. 

Si la concentration des spores récoltées est supérieure à 108 sp/mL, elles sont diluées à 5.105 sp/mL. 

Une goutte de spores est déposée sur la surface de la feuille. Les boites sont fermées au sparadrap 

micropore et sont ensuite placées sous lumière tamisée à 23°C jusqu’à observation des symptômes. 

Pseudomonas syringea pv tomato DC3000 : La souche bacteriénne est étalée sur milieu solide 

NYGA supplémenté en Rifampicine (100 g/mL) et Kanamycine (25 g/mL), puis mise à incuber à 

l’obscurité pendant 48h à 28°C. Une colonie est transférée en culture liquide de NYGB supplémenté 
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en Rifampicine (100 g/mL) et Kanamicine (25 g/mL) et mis en culture à 28°C sous agitation jusqu’à 

atteindre une DO600 entre 0.6 et 1. Après centrifugation à 2500 x g pendant 10 minutes, le culot 

bactérien est resuspendu dans du MgCl2 10 mM. Les bactéries sont infiltrées dans les feuilles de N. 

benthamiana sur plante entière à une DO de 105 cfu/ml. Les plantes sont conservées dans des 

chambres humides sous une photopériode de 14/10h (jour-nuit) jusqu’à observation des symptômes.  

Phytophthora parasitica : La souche est cultivée pendant 1 semaine en milieu liquide V8 

clarifié à 24°C sous lumière continue. Le mycélium est lacéré et incubé 4 jours sur de l’agar 2%. Les 

spores sont libérées par choc thermique (1h à 4°C, suivie de 30 minutes à 37°C), de l’eau est ajoutée 

entre les deux incubations. La feuille de N. benthamiana est blessée à l’aide d’une seringue, puis 50 L 

de spores sont infiltrés à 1 sp/mL. Les plantes sont conservées dans une humidité de 100% à 24 °C sous 

une photopériode de 14/10h (jour-nuit) jusqu’à observation des symptômes.  

PVX : La souche d’agrobactérie contenant le clone viral est mise en culture liquide de milieu 

LB supplémenté de Kanamicine (50 g/mL) et Tétracycline (2,5 g/mL). Deux feuilles de N. 

benthamiana transformées transitoirement sont agroinfiltrées par PVX-GFP dilué à 1/1000 d’une DO600 

mesurée à 1. Les plantes sont conservées en laboratoire de confinement de niveau 2 jusqu’à apparition 

des symptômes. La propagation du virus est suivie sous lumière UV. Pour l’inoculation mécanique du 

virus, les feuilles infectées de N. benthamiana sont récoltées et broyées à l’aide d’un mortier dans le 

tampon d’inoculation. Du carbonum est saupoudré sur les feuilles transformées transitoirement par 

les effecteurs. Le broyat est appliqué par friction manuelle.  

10. Analyses métabolomiques 

Les feuilles de N. benthamiana sont agroinfiltrées par des souches d’A. tumefaciens porteuses 

de la construction 47Δsp et GFP. Pour minimiser la variabilité des échantillons, deux patchs 

d’infiltration sont faits par feuille avec chaque construction. Quarante-huit heures post-

agroinfiltration, des disques des feuilles transformées sont récoltés, déshydratés à l’aide d’un 

lyophilisateur, pesés et broyés. Les extractions sont réalisées à 60°C pendant 45 minutes dans 100 L 

de méthanol supplémenté de l’étalon Apigenin (1 g/mL). Après vortex de 15 secondes, le mélange 

est centrifugé à 13 000 rpm pendant 5 minutes et le surnagent est transféré dans des vials en verre 

adaptés aux injecteurs automatiques. 

Les analyses sont réalisées à l’aide d’un système de chromatographie liquide ultra-haute 

performance (UHPLC) Dionex Ultimate 3000, équipé d’une colonne Nucleodur C18 HTec (Macherey-

Nagel, 150 mm x 2 mm diamètre interne, particules de 1,8 µm de diamètre) maintenue à 30 °C. L’éluant 
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utilisé est à 80 % d’eau, 19.9% d’acétonitrile et 0.1 % d’acide formique. Le débit est maintenu à 0,25 

mL/min. Le volume d’échantillon injecté est de 1 L. 

La HPLC est couplée à un spectromètre de masse haute résolution Exactive (Thermo Fischer 

Scientific, San Jose, USA) équipé d’une source à ionisation électrospray opérant en mode positif ou 

négatif. Les données sont traitées par les logiciels Xcalibur (processing setup, QuanBrowser). Pour 

l'analyse non ciblée, les données LC-MS ont été traitées par le package XCMS sur le logiciel R. 

11. Coloration histochimique 

Coloration DAB : Des disques foliaires issus de feuilles de N. benthamiana transformés 

transitoirement sont colorés avec du DAB (3,3'-diaminobenzidine) selon le protocole détaillé par 

(Daudi et O’Brien, 2012) 

Bleu d’aniline : Des disques foliaires issus de feuilles de N. benthamiana transformées 

transitoirement sont incubés dans du méthanol absolu pendant une nuit pour fixer les tissus et 

décolorer les pigments chlorophylliens, puis 6h dans du chloral hydrate (2,5 g/mL) pour terminer la 

solubilisation des pigments. Les disques sont lavés trois fois dans du tampon phosphate disodique 0,1 

M à pH 8 pendant 15 minutes puis colorés au bleu d’aniline (0,05% dans du tampon phosphate). Les 

disques sont montés entre lame et lamelle dans du bleu d’aniline face inferieur vers le haut pour 

l’observation au microscope sous un filtre 340/425 nm. 

Bleu trypan : Les disques foliaires de N. benthamiana transformés transitoirement et inoculés 

par B. cinerea sont incubés dans 10 mL d’une solution de coloration au bleu Trypan (1 mL d’acide 

lactique, 1 mL de glycérol, 10 mL de phénol, 10 mg de bleu Trypan) pendant une nuit, puis incubés à 

100 °C pendant 1 minute et décolorés deux fois au chloral hydrate (2,5 g/mL) pendant une heure. Les 

disques sont montés entre lame et lamelle dans 50 % (vol/vol) de glycérine/eau pour l’observation au 

microscope et au macroscope. 

12. Immunoprécipitation 

Extraction protéique : Six disques de feuilles transformées transitoirement sont figés dans 

l’azote liquide, broyés dans du tampon de lyse (10% de Glycérol, 25 mM de Tris-HCl pH 7.5, 1 mM 

d’EDTA pH 8.0, 150 mM de NaCl, 2% (w/v) de polyvinylpyrrolidone (PVP), 1 mM de DTT, 0.1% de 

Tween-20, supplémenté d’un cocktail d’inhibiteur de protéase (Sigma P9599) sur glace et centrifugé à 

3000 x g à 4°C pendant 5 minutes. Le surnagent est conservé sur glace. 
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Immunoprécipitation : Les échantillons sont incubés avec des billes liées à des anticorps anti-

GFP pendant 1 à 3 heures à 4°C sous agitation douce, puis centrifugé à 800 x g pendant 1 à 2 minutes. 

Le culot est lavé au tampon d’immunoprécipitation (10% de Glycérol, 25 mM de Tris-HCl pH 7.5, 1 mM 

d’EDTA pH 8.0, 150 mM de NaCl, 0.1% (v/v) de Tween-20) cinq fois, avec une centrifugation à 800 x g 

pendant 1 à 2 minutes entre les deux lavages. Le mélange est complété de 150 à 200 ng/L de peptides 

FLAG (3x), puis incubé à 4°C pendant 30 min sous agitation douce et centrifugé. Le surnagent est 

additionné de tampon Laemmli, incubé 5 min à 95°C et centrifugé 1 min à 16 000 x g. Le surnagent est 

utilisé pour une migration SDS–PAGE selon la procédure décrite dans (Combier et al., 2019). Les 

peptides sont digérés à la Trypsine et séparés par spectrométrie de masse (Maldi-ToF). Les résultats 

sont analysés avec le logiciel Scaffold avec un seuil d'identification des protéines égal à 95%, un nombre 

minimal de peptides uniques égal à 2 et un seuil d'identification de peptides égal à 95% 
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Maud Combier
Étude des effecteurs de type RXLR de Plasmopara viticola 

pour la recherche de résistances durables au mildiou de la vigne

Résumé

Le mildiou de la vigne est causé par l’oomycète Plasmopara viticola, qui s’attaque aux 
parties aériennes non-lignifiées affectant la production viticole. Une alternative à l’utilisa-
tion de pesticides est l’utilisation de variétés de vigne à la résistance durable, et un pro-
gramme pour leur création par croisement entre espèces résistantes et la vigne cultivée, 
Vitis vinifera, est en cours. Ce programme nécessite l’identification de nouveaux gènes de 
résistance, ce que le projet vise à faire par (1) le criblage de vignes résistantes avec des 
effecteurs conservés chez P. viticola, (2) l’étude fonctionnelle d’effecteurs candidats. Le 
criblage de plantes résistantes n’a conduit à l’identification d’aucun nouveau facteur de 
résistance majeur. L’étude fonctionnelle d’effecteurs a permis la mise en évidence d’une 
nouvelle famille d’effecteurs chez P. viticola et a conduit à l’identification de deux effec-
teurs Pv33, nucléaire, et Pv47, associé au réticulum endoplasmique, qui induisent des 
défenses végétales.

Mot clef : 

Plasmopara viticola, Effecteur RXLR, Effecteur WY-domain, résistance durable, Vigne

Abstract

Grapevine downy mildew is caused by the oomycete Plasmopara viticola, which attacks 
the aerial non-lignified tissues affecting wine production. An alternative to the use of 
pesticides is the use of vine varieties with sustainable resistances. A programme aiming 
to create such varieties by crossing resistant species with the cultivated grapevine, Vitis 
vinifera, is ongoing. Within this program requiring the indentification of new resistance 
genes, which the project aims to do by (1) screening resistant vines with effectors stored 
in P. viticola, (2) performing  a functional study of candidate effectors. The screening of 
resistant plants did not lead to the identification of any new major resistance factors. The 
functional study of effectors revealed a new family of effectors in P. viticola and led to the 
identification of two effectors Pv33, nuclear, and Pv47, associated with the endoplasmic 
reticulum, which induce plant defences.

Keywords : 

Plasmopara viticola, RXLR Effector, WY-pattern Effector, Durable resistance, Grapevine


