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1 Introduction

La modernisation agricole d'aprés-guerre, appelée révolution verte, a permis de fournir
jusqu’a aujourd’hui la nourriture nécessaire a une population humaine en constante
augmentation (Taiz, 2013). Cette modernisation est caractérisée par la croissance de la
productivité en favorisant les monocultures (Matson et al., 1997) et en bénéficiant de
I'amélioration du machinisme agricole, de I'apport de fertilisants (Matson et al., 1997) et de la
sélection de nouvelles variétés plus productives (Khush, 2001). Cependant, les monocultures
étant trés propices a la propagation des bioagresseurs des plantes, la révolution verte s’est
accompagnée de I'amélioration des moyens de protection des cultures et de l'intensification de
leur usage (Khush, 2001 ; Taiz, 2013). Parmi eux, |'utilisation des pesticides a permis d’éliminer
directement les ravageurs et agents pathogénes (Pimentel, 1996), ainsi que les adventices
pouvant servir de réservoir a des ravageurs (Capinera, 2018). De plus, les progrés de la sélection
ont permis l'introgression de génes de résistance dans de nouvelles variétés et donc de participer
a la lutte contre les maladies (Khush, 2001). Néanmoins, au fil des années, la plupart des
bioagresseurs ont acquis des résistances aux pesticides (Hawkins et al., 2018) ou ont contourné
les résistances variétales (Kiyosawa, 1982). Cette évolution adaptative permanente des
bioagresseurs oblige un renouvellement régulier de ces moyens de luttes afin de se prémunir
des nouvelles menaces (Gould et al., 2018 ; Karasov et al., 2020). De plus, I'usage intensif des
pesticides a des effets néfastes sur I'environnement, les écosystémes et la santé humaine,

notamment celle de I'applicateur et des consommateurs (Rani et al., 2021).

En 2006, la commission européenne élabore une nouvelle politique sur l'usage des
produits phytosanitaires, obligeant les Etats membres & prendre des mesures de restriction de
leur utilisation. Cette réglementation cherche a réduire I'impact de I'agriculture sur la santé
humaine et I'environnement (Parlement européen et Conseil de I'lUnion européenne, 2009 ;
Guichard et al., 2017). La France décide donc de mettre en application un 1¢ plan en 2008,
nommé Ecophyto 2018, visant a réduire de 50% |'usage des pesticides en 10 ans. L'échec de ce
dernier oblige a revoir les objectifs a la baisse, en mettant en ceuvre un 2" plan Ecophyto en
2015, qui propose de réduire de 25% d'ici 2020 et de 50% a I’'horizon 2025 le recours aux
produits phytosanitaires. Ce plan encourage la recherche de solutions alternatives de gestion
des bioagresseurs, capables de remplacer les pesticides (MAAF et MEDDE, 2015 ; Guichard et
al., 2017). Pour les filieres francaises trés consommatrices en produits phytosanitaires, la
réduction de ces intrants constitue un réel défi. L'équipe ResPom (UMR1345 IRHS) dans laquelle
j'effectue ma thése s’intéresse a cette problématique chez le pommier (Malus domestica), culture
la plus consommatrice en produits phytopharmaceutiques sur le territoire métropolitain (Figure
1 ; Butault et al., 2010). Le pommier est une espéce pérenne attaquée par de nombreux

ravageurs, les insectes piqueurs-suceurs comme le puceron vert (Aphis pomi ; Stoeckli et al.,
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2008) ou cendré (Dysaphis plantaginea ; Blommers et al., 2004), les phytophages tels que les
acariens (par exemple, Panonychus ulmi ; Kumral et al., 2007) ou les fructivores tels que le
carpocapse (Laspeyresia pomonella ; Cisneros et Barnes, 1974). Il fait également face a de
nombreuses maladies cryptogamiques dont la principale est la tavelure (Venturia inaequalis),
mais aussi l'oidium (Podosphaera leucotricha) et certains chancres (par exemple, Nectria
galligena ; Turechek, 2004). Les maladies bactériennes sont aussi présentes au verger, en
particulier le feu bactérien (Erwinia amylovora), difficilement contrdlable et aboutissant parfois
a la mort de l'arbre (Thomson, 2000). En effet, pour éviter 'apparition d'antibiorésistance,
notamment a la streptomycine pour E. amylovora (Jones et Schnabel, 2000), la France interdit
l'usage des antibiotiques dans les cultures, bannissant la seule solution réellement efficace a
court terme contre cette bactériose (Ridé, 1981). D’autres maladies fongiques altérant la
conservation du fruit touchent également la filiere, telles que les pourritures grises (Botrytis

cinerea) ou bleues (Penicillium expansum ; Jlijakli et Lepoivre, 2004).

La limitation des méthodes de lutte conventionnelles, par l'interdiction des antibiotiques
ou la diminution du panel des pesticides autorisés, oblige a trouver des alternatives capables de
maintenir une qualité sanitaire adéquate pour ne pas impacter économiquement la filiere. En
effet, la pomiculture constitue un enjeu économique important en France, en termes de
production (3¢ producteur européen ; 1,5 million t.an!) et d’exportation (20 % en Union
Européenne, 9% dans le monde ; Butault et al., 2010 ; Bernadette 2016). Ainsi, I'équipe de
ResPom travaille sur la résistance génétique et induite du pommier a ses principaux
bioagresseurs (tavelure, feu bactérien et puceron cendré), dans un objectif de gestion durable.
L'une des activités du groupe est d’identifier les mécanismes moléculaires associés a la
résistance, la détection d’effecteurs de résistance pouvant améliorer les programmes de
sélection ou le criblage de molécules élicitrices. Leur détection peut étre réalisée en comparant
la réponse de génotypes sensibles ou résistants en situation d’infection, ou d'un génotype
sensible traité ou non par un stimulateur de défense des plantes (SDP) conférant une protection.
Une premiére partie de mes travaux de thése est consacrée a I’'étude d’un nouvel effecteur de
résistance du pommier vis-a-vis d’E. amylovora, le pathosystéme historique du laboratoire. Ce
marqueur a été détecté en explorant les défenses induites par un SDP modéle, dont la matiére
active est l'acibenzolar-S-methyl (ASM), qui apporte d’excellents niveaux de protection contre
le feu bactérien, mais aussi la tavelure et le puceron cendré. Cependant, méme si I’ASM confére
une protection élevée et répétable en conditions semi-contr6lées, celle-ci est beaucoup plus
variable en verger, probablement en partie a cause des nombreux stress biotiques et abiotiques
gu’un arbre peut percevoir. Une seconde partie de ma thése aborde donc I'impact de vagues de
chaleur sur l'efficacité de I’ASM, un stress environnemental qui risque de s'intensifier avec le

réchauffement climatique.
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1.1 Généralités sur I'immunité végétale

La premiere partie de ce manuscrit aborde brievement des notions générales d'immunité
végétale pour mieux appréhender les mécanismes de défense et de résistance du pommier

décrits dans nos résultats.

Deux issues sont possibles au cours d’une interaction entre un agent pathogéne et son
hote, conduisant a une situation de résistance ou de sensibilité. Un état de sensibilité correspond
au succes infectieux de I'agent pathogéne, et se caractérise donc par l'apparition de la maladie
(la relation est dite compatible). Un état de résistance, sans maladie, peut étre la conséquence
d’une résistance hote ou non-hote (la relation est dite incompatible ; Keen, 1990). Dans le cas
de la résistance non-hote, les défenses préformées peuvent suffire a contenir I'lagent pathogene.
Si ce dernier arrive a contourner cette premiére ligne de défense, la plante peut déclencher des
mécanismes de défense basale par la reconnaissance de motifs communs aux agents pathogénes
(PAMPs pour « pathogen-associated molecular patterns ») ou des motifs endogenes a la plante
suite aux dommages occasionnés par |'attaque (DAMPs pour « Damage-Associated Molecular
Patterns »). Ce systéeme de défense primitif, qui peut étre assimilé a de la reconnaissance du
« non-soi » ou du « soi modifié », aboutit a la résistance si celui-ci est suffisamment efficace
(Niks et Marcel, 2009 ; Uma et al., 2011) mais le cas échéant, a une relation compatible. En
effet, le pathogéne peut étre insensible aux défenses déployées ou étre capable de contourner
ces défenses, notamment a l'aide d’effecteurs (Métraux et al., 2009). Toutefois, les plantes
disposent dans certains cas d’une derniére ligne de défense déclenchant une réponse plus rapide
et intense par la reconnaissance spécifique de I'agent pathogéne. Cette résistance qualitative
est qualifiée de résistance hote et est gouvernée par l'interaction de « géne pour géne »

conceptualisée par Flor (Flor, 1971).

1.1.1 Mécanismes de défense passifs

Les plantes sont des organismes sessiles qui ne peuvent pas échapper a leurs prédateurs
ou agents pathogénes. Cependant, elles disposent de mécanismes de défense préformés qui
constituent un premier obstacle a la prédation ou aux succeés infectieux des bioagresseurs. Cette
premiére ligne de défense permet d’éviter que les plantes soient systématiquement en proie a

leur environnement.
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1.1.1.1 Barriéres physiques

Les plantes disposent de barrieres physiques qui les protégent a la fois des stress
abiotiques et biotiques. Dans le cas de stress causés par les bioagresseurs, ces barriéres

empéchent I'accés aux nutriments cellulaires (Serrano et al., 2014 ; Malinovsky et al., 2014).

La couche lipidique hydrophobe, appelée cuticule, recouvre |'épiderme de certaines
especes végétales (Fernandez et al., 2016)). Outre le fait que la cuticule protége des stress
abiotiques, tels que la déshydratation (Goodwin et Jenks, 2005) et les rayons UV (Krauss et al.,
1997), celle-ci constitue une premiére barriére défensive contre les bioagresseurs (Serrano et
al., 2014). La cuticule est subdivisée en deux parties, la cutine et les cires, dont la composition
différe selon le génotype, |'organe et les conditions environnementales (Fernandez et al., 2016).
La cutine est constituée d'un réseau d’acides gras estérifiés (C16 ou C18) qui peuvent étre
hydroxylés ou époxyhydroxylés (Heredia, 2003 ; Nawrath, 2006). Ce réseau est assemblé de
maniére covalente conférant une certaine rigidité mais aussi un support pour le dép6t de cires
(Fich et al., 2016). Les cires sont plus complexes et diversifiées, puisqu’elles sont composées de
molécules a longues chaines de carbone (C24 a C36) telles que des alcools, aldéhydes, alcanes
et composés cycliques comme les triterpénes et acides hydroxycinnamiques (Heredia, 2003 ;
Nawrath, 2006). D'autres composés chimiques nocifs pour les bioagresseurs peuvent intégrer
cette couche tels que les composés phénoliques (Karabourniotis et Liakopoulos, 2006 ; Treutter,
2006). Cependant, certains agents pathogénes fongiques sont capables de traverser la cuticule
en la dégradant a l'aide de lipases ou de cutinases (Hématy et al., 2009) ou par pression
mécanique exercée avec leur appressoria (Ryder et Talbot, 2015). A l'inverse, les bactéries
phytopathogénes ne possédent pas d’enzymes capables d’hydrolyser la cuticule, les obligeant a
passer par les ouvertures naturelles ou par les blessures pour atteindre les cellules végétales
(Dutta et al., 2009).

Aprés passage de la cuticule, un agent pathogéne sera confronté a une seconde barriére
physique qui entoure la cellule végétale, la paroi (Figure 1.1.1.1). En plus d’étre une barriere
défensive (Malinovsky et al., 2014), la paroi a principalement un réle structural pour la plante
(Hoson et Wakabayashi, 2015). Sa composition, principalement polysaccharidique, peut étre
différente selon les tissus (Knox, 2008) ou les conditions abiotiques et biotiques (Sasidharan et
al., 2011). Les cellules végétales sont généralement entourées d’une paroi primaire flexible et
certaines cellules spécialisées, telles que les cellules du xyléme, d’une paroi secondaire plus
rigide. La paroi primaire est constituée majoritairement de cellulose, d'hémicellulose et de
pectine (Keegstra, 2010). La cellulose est organisée en microfibrille (8-1,4-glucane) et participe
a l'organisation de la paroi en étant agencée parallélement au plasmalemme (Somerville, 2006).
Les pectines sont constituées d’homo- ou hétéro- polymeéres d’acide galacturonique plus ou
moins ramifiés avec d'autres polysaccharides (Harholt et al., 2010). Principalement localisées au

niveau de la lamelle moyenne, les pectines jouent le réle de ciment cellulaire en se liant entre
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elles au niveau de leur groupe carboxylique, par l'intermédiaire d'ions calcium (Cosgrove, 2005).
Les hémicelluloses sont des B-1,4-glycanes (squelette de xyloses, glucoses et mannoses) avec
une configuration équatoriale. Les hémicelluloses participent au renforcement des parois
secondaires en jouant le role d’intermédiaire dans l'interaction entre la cellulose et d'autres
composés phénoliques tels que la lignine (Scheller et Ulvskov, 2010). La lignification est
essentielle pour I'adaptation des plantes a la vie terrestre, notamment en assurant une rigidité
et résistance structurale. La lignine est issue de la polymérisation de monolignols, dérivés de la
voie des phénylpropanoides et faisant intervenir des laccases et des peroxydases (Boerjan et
al., 2003). Cependant, certains nématodes, champignons et bactéries phytopathogénes sont
capables d’hydrolyser la paroi, notamment a |I'aide de cellulases ou de pectinases libérées dans
le milieu (Walton, 1994).

1.1.1.2 Composés antimicrobiens préformés

Les composés chimiques préformés peuvent aussi étre impliqués dans les défenses contre
les bioagresseurs. Ces métabolites secondaires, préformés ou formés par les dommages
occasionnés par l'attaque a partir d'éléments préexistants, sont nommés phytoanticipines, en
opposition avec les phytoalexines qui sont induites suite a |'agression. Les phytoanticipines les
plus connues sont dérivées de 4 familles de métabolites : les benzoxazinoides, les glycosides
cyanogenes, les glucosinolates et les saponines. Alors que les glycosides cyanogénes et les
saponines sont produites par diverses espeéces, les benzoxazinoides et les glucosinolates sont
respectivement plus spécifiques aux Poaceae et aux Brassicaceae (Pedras et Yaya, 2015). Les
saponines sont des hétérosides accumulés en grande quantité dans les plantes saines, et
constituent des composés avec des propriétés insecticides et anti-microbiennes (Osbourn, 1996
; Qasim et al., 2020). Les benzoxazinoides, les composés cyanogénes et les glucosinolates, ont
une forme aglycone nocive pour les insectes et les microorganismes, tels le cyanure d'hydrogéne
pour les composés cyanogénes ou les isothiocyanates pour les glucosinolates. Cependant, ces
produits sont aussi phytotoxiques, ce qui oblige un stockage cellulaire sous forme glycosylée et
inactive. La libération des aglycones est réalisée lorsque les formes glycosylées et les
glucosidases, stockées dans des compartiments cellulaires ou tissulaires différents (Figure
1.1.1.2), entrent en contact aprés rupture des tissus causée par l'attaque du bioagresseur
(Vetter et al., 2000 ; Halkier and Gershenzon, 2006 ; Niculaes et al., 2018). De maniére plus
marginale, d’autres composés peuvent étre classifiés comme des phytoanticipines tels que des
dérivés d'acides gras et des polycétides, des terpénoides, des shikimates et phénylpropanoides,

et des alcaloides de type benzylisoquinoléine et pyrrolizidine (Pedras et Yaya, 2015).

Chavonet Erwan | Caractérisation d'un effecteur de résistance du pommier & Erwinia amylovora induit par un stimulateur de défenses des plantes (ASM), et étude de I'impact de la chaleur sur I'efficacité du traitement

5



flg22 EF-Tu AtPepl Chitine Peptidoglycane

1 1 l l CERK1 1

PEPR1/2

Membrane ! b Treeefrommmamosmmonimdoomses
plasmique RERREPRRRIEITE | o) WONDRERRERE | NN RN i

Cytoplasme

Figure 1.1.2.1 : Structure des récepteurs de type PRR. (A) Structure résolue & 3.06 A de FLS2

associée au co-récepteur BAK1l. Les domaines C- et N-terminaux de chaque structure sont représentés. Le
domaine LRR de FLS2 fixe les 22 acides aminés conservés de la flagelline (flg22). (B) Exemples de PRR et de leur
PAMP respectif chez A. thaliana. Co : co-récepteur (BAK1/SERKs). Modifié d’aprés Sun et al., 2013 ; Couto et
Zipfel, 2016.



1.1.2 Reconnaissance et mécanismes de défense actifs

Pour faire face aux bioagresseurs qui traversent les premiéres défenses constitutives, les
plantes ont acquis la capacité de mobiliser activement leurs défenses. Le déclenchement de ces
défenses nécessite la détection du bioagresseur, par la reconnaissance de leur PAMPs, des
DAMPs ou d’un effecteur spécifique (Dodds et Rathjen, 2010).

1.1.2.1 Immunité basale déclenchée par la reconnaissance de PAMPs/DAMPs

Les bioagresseurs disposent de motifs structuraux communs entre eux mais absents chez
les eukaryotes. Ces motifs sont la plupart du temps des constituants cellulaires, essentiels a leur
survie, et peuvent constituer des PAMPs (Nirnberger and Kemmerling, 2009). C’est le cas par
exemple de la chitine (Wan et al., 2008) et de l'ergostérol (Klemptner et al., 2014) qui
constituent respectivement la paroi et la membrane des champignons. D’autres PAMPs sont
identifiés chez les bactéries comme le facteur d’élongation Tu (EF-Tu pour « Elongation factor
thermal unstable Tu ») qui est la protéine bactérienne la plus abondante (Kunze et al., 2004),
la flagelline qui constitue le flagelle nécessaire a leur mobilité (Chinchilla et al., 2007), ou les
constituants de surface comme les peptidoglycanes (Gust et al., 2007) et les lipopolysaccharides
(LPS ; Kutschera et Ranf, 2019). Des PAMPs présents chez d’autres bioagresseurs ont plus
récemment été découverts comme les composants salivaires ou les fluides d'oviposition des
insectes (Rashid et al., 2018), les phéromones des nématodes (Manosalva et al., 2015), ou
encore des séquences nucléotidiques virales (Amari et Niehl, 2020). Ainsi, les plantes ont acquis
la capacité de reconnaitre une large gamme de bioagresseurs par le biais de ces PAMPs aprés
pénétration (Nirnberger and Kemmerling, 2009). Par ailleurs, cette pénétration au travers des
barrieres physiques peut également engendrer des dommages cellulaires et libérer des
constituants endogéenes (DAMPs), telle que la cellulose, pouvant étre reconnus par la plante

comme un signal des dommages occasionnés par |'attaque (Tanaka et Heil, 2021).

Les PAMPs/DAMPs constituent des motifs généraux qui peuvent étre percus par la plante
via des récepteurs reconnaissant ces motifs (PRR pour « pattern recognition-receptor »). Les
récepteurs PRR sont des récepteurs transmembranaires disposant d‘un site de liaison
extracellulaire aux PAMPs/DAMPs (Figure 1.1.2.1). Les domaines de liaison sont aussi diversifiés
que les PAMPs/DAMPs qu’ils reconnaissent. Par exemple :

e Les domaines de liaison riches en leucine (LRR pour « leucine rich-repeat ») se lient
préférentiellement aux protéines et aux peptides tels que la flagelline ou le EF-Tu.

e Les domaines de liaison avec un motif lysine (LysM) se lient préférentiellement aux
carbohydrates tels que la chitine fongique ou le peptidoglycane.

e Les domaines de liaison de type lectine se lient aussi préférentiellement a des

carbohydrates, notamment les LPS.
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Figure 1.1.2.2 : Photo obtenue par microscopie électronique du T3SS de Salmonella
enterica (A ; Puhar et Sansonetti, 2014) et représentation schématique de I'injection active

d’effecteurs (oursin rouge) par le T3SS (B ; Ji et Dong, 2015). C : cytoplasme ; MP : membrane
plasmique ; EI : espace intermembranaire ; P : paroi.



Il existe deux catégories de récepteurs PRR : les récepteurs de type protéique (RLP pour
« receptor-like proteins ») qui possédent seulement un domaine transmembranaire et
extracellulaire, et les récepteurs kinases (RK pour « receptor kinases ») qui possédent un
troisieme domaine intracellulaire de type kinase. Sachant que le domaine kinase est nécessaire
a l'activation de la signalisation de défense, les RLP interagissent avec les RK en cas de
reconnaissance d’'un PAMPs/DAMPs (Zipfel, 2014).

1.1.2.2 Immunité basale réprimée par les effecteurs

Pour contrer cette immunité basale, certaines espéces de bioagresseurs ont développé
des effecteurs capables de réprimer ces défenses (Gohre and Robatzek, 2008). Pour délivrer des
effecteurs dans la cellule végétale, les bactéries Gram- ont développé des systémes de sécrétion
de type III (T3SS pour « type III secretion system ») qui correspondent a un flagelle modifié
permettant d’injecter des effecteurs depuis le cytoplasme bactérien (Puhar et Sansonetti, 2014).
Ces effecteurs, délivrés par le T3SS a travers la matrice pariétale, traversent la membrane
plasmique de I'h6te a 'aide de pores formés par des protéines translocatrices (Figure 1.1.2.2 ;
Ji et Dong, 2015). D'autres systemes de sécrétion chez certaines bactéries permettent l'injection
d'effecteurs, comme par exemple le type IV d’Agrobacterium tumefaciens (Lee et al., 2009) ou
le type II de Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Szczesny et al., 2010). Les champignons
et oomycetes utilisent des organes spécialisés dans I'acquisition des nutriments, les haustoria,
qui pénétrent la paroi et invaginent la membrane cellulaire de I'hote, pour y délivrer les
effecteurs (Dodds et al., 2009). Les effecteurs peuvent également étre injectés dans les cellules
végétales par le stylet des nématodes (Mitchum et al., 2013) ou des insectes piqueurs-suceurs.
Pour les insectes phytophages, les effecteurs salivaires sont délivrés par les blessures causées
lors de la prise alimentaire (Hogenhout et Bos, 2011). Les cellules végétales infectées par des
virus peuvent produire des protéines codées par le matériel génétique viral qui peuvent
représenter des effecteurs (Leisner et Schoelz, 2018). Cependant, certains effecteurs sont
sécrétés directement dans les espaces intercellulaires pour agir dans I'apoplasme, ne nécessitant
pas de structure spécialisée pour le bioagresseur (Gohre et Robatzek, 2008), c’est notamment
le cas pour certains champignons et oomyceétes (Rocafort et al., 2020). Qu'ils soient sécrétés
dans l'apoplasme ou le cytoplasme de I'héte, les effecteurs peuvent interférer avec les défenses
basales a de multiples niveaux, notamment en réprimant ou en manipulant la signalisation des
défenses activée par les PRR. Un méme effecteur peut avoir différentes cibles dans différents
hotes, affectant ainsi simultanément différentes voies de défenses (GOhre et Robatzek, 2008).
Les effecteurs réprimant les défenses peuvent aussi moduler les fonctions physiologiques de la
plante en faveur de l'infection. C'est le cas des effecteurs de type activateur de transcription
(TALE pour « Transcription activator-like effectors ») du genre Xanthomonas qui se lient a I’'ADN

et activent des génes de sensibilité, notamment liés au transport de sucre (Xu et al., 2017).
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Figure 1.1.2.3 : Modele d‘interaction R/avr : interaction directe (A), modéle de garde (B) et
modéle du leurre (C). (A) L'interaction directe de I'effecteur avec la protéine cible ou la protéine R déclenche
respectivement la maladie ou la résistance. (B) La modification de la protéine ciblée, dite de garde, par I'effecteur
est pergue par la protéine R des hoétes résistants. (C) La modification d’une protéine leurre, en plus de la protéine
cible, par I'effecteur est reconnue par la protéine R des hotes résistants (Gaucher, 2012).



1.1.2.3 Immunité spécifique déclenchée par la relation R/avr

Les effecteurs injectés dans I’'hote sont percus spécifiquement par des récepteurs avec
des répétitions riches en leucine se liant aux nucléotides (NLR pour « nucleotide-binding-leucine-
rich repeat ») et qui peuvent jouer un r6le complémentaire de celui des récepteurs PRR. La
majorité des NLR sont structurés de facon stéréotypée, avec un domaine C-terminale a
répétitions riches en leucine (LRR pour « leucine rich repeat »), un domaine central liant les
nucléotides (NBS pour « nucleotide-binding site ») et un domaine N-terminale variable. Ce
dernier peut étre un domaine récepteur Toll-interleukin-1 (TIR) ou un domaine superhélice (CC
pour « coiled-coil ») formant avec les deux autres domaines des récepteurs TIR-NBS-LRR (ou
TNL) et CC-NBS-LRR (ou CNL) respectivement. Concernant le domaine CC, un sous-ensemble
est décrit sur la base d'une similarité avec le géne de résistance a I'oidium 8 (RPW8 pour
« resistance to powdery mildew 8 ») noté CCr (pour les récepteurs CCr-NBS-LRR ou RNL)
(Monteiro et Nishimura, 2018). Les RNL peuvent constituer des auxiliaires de NLR et contribuer
a la signalisation de défense, en aval de la reconnaissance de I'effecteur. A I'heure actuelle, deux
familles de RNL sont identifiées : les NRG1 (pour « N requirement gene 1 ») et les ADR1 (pour
« activated disease resistance 1 » ; Jubic et al., 2019). Les NLR peuvent se trouver dans
différents compartiments cellulaires tels que le cytoplasme, le noyau ou les systémes
endomembranaires (membrane plasmique, vacuole, appareil de Golgi ; Qi et Innes, 2013). La
reconnaissance spécifique par la partie C-terminale LRR des NLR entraine de multiples réponses
de résistance, notamment une réponse caractéristique d’hypersensibilit¢é (HR pour
« hypersensitivity response ») se traduisant par une mort cellulaire programmée (Monteiro et
Nishimura, 2018 ; Coll et al., 2011).

L'interaction spécifique entre les NLR et les effecteurs traduit le concept de la relation
« géne pour géne » (Flor, 1971 ; Dodds et Rathjen, 2010), c’est-a-dire la reconnaissance du
produit d’'un géne d’avirulence (avr ; effecteur) avec le produit d’'un géne de résistance (R ;
NLR). La relation R/avr peut s’établir de 3 maniéres différentes (Figure 1.1.2.3) :

e Une interaction physique directe entre effecteurs avr et récepteurs NLR. Ce type de
perception est facilement contournable puisqu’une mutation non synonyme de l'effecteur
avr peut empécher la liaison spécifique avec le récepteur NLR et entrainer une interaction
compatible (Van Der Biezen et Jones, 1998).

e Deux interactions indirectes, décrites chacune par un modéle :

o Le modele de garde : les NLR pergoivent les changements de certaines protéines dites
« de garde », provoqués par l'action des effecteurs avr. Sans le géne R, cette
modification de la protéine de garde est nécessaire a la virulence du bioagresseur
dans une relation compatible. Ce modele démontre comment un nombre limité de
geénes R permet a la plante de percevoir une diversité de produits de génes avr, pour
peu que ces derniers agissent sur les mémes protéines-cibles végétales (Dangl et
Jones, 2001).
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Figure 1.1.2.4 : Modéle de co-évolution entre un hote végétal et un agent pathogene décrit

par Jones et Dangl (2006). La plante va se défendre contre un large spectre de bioagresseurs en
déclenchant la PTI par la détection de PAMPs. Dans une logique co-évolutive, I'agent pathogéne va contourner
cette résistance a I'aide d’effecteurs et rétablir une situation de sensibilité. La plante peut acquérir la possibilité de
reconnaitre, a l'aide des produits des génes R, les effecteurs comme étant des protéines d’avirulence (avr) et
déclencher une résistance ETI plus spécifique et intense que la PTI. L'ETI peut dans certains cas étre contournée
par l'acquisition de nouveaux effecteurs (modifié d’aprés Jones et Dangl, 2006).



o Le modéle du leurre : certaines protéines modifiées par I'effecteur avr ne contribuent
pas a la virulence du bioagresseur en l'absence du géne R correspondant. La
modification de ces protéines dites « leurres » est reconnue par le NRL. Ce modéle
suppose une production de protéines leurres proches des protéines ciblées par les

effecteurs avr pour les percevoir spécifiquement (van der Hoorn et Kamoun, 2008).

1.1.2.4 Modeéle de co-évolution en zig-zag

Le modele en zig-zag décrit la course a I'armement entre la plante et un agent pathogéne
dans un contexte évolutif (Jones et Dangl, 2006 ; Figure 1.1.2.4). Les plantes ont développé un
systéme immunitaire basal qui permet de reconnaitre les PAMPs a l'aide de récepteur PRR pour
déclencher une réponse de défenses globales contre un large spectre d’agents pathogénes. Cette
réponse, qualifiée d'immunité déclenchée par les PAMPs (PTI pour « PAMPs-triggered
immunity »), peut suffire a protéger contre certains agents pathogenes mais d’autres disposent
d’effecteurs qui permettent de la contourner. Dans cette derniére situation, il apparait alors une
sensibilité a la maladie déclenchée par les effecteurs (ETS pour « effector-triggered
susceptibility »). Les plantes peuvent acquérir au cours de l’‘évolution des récepteurs NLR
capables de reconnaitre spécifiquement certains de ces effecteurs pour contrecarrer I'ETS. Cette
réponse, appelée immunité déclenchée par les effecteurs (ETI pour « effector-triggered
immunity ») permet une résistance spécifique de plus haute intensité que la PTI. Ainsi, la
pression de sélection conduit soit a I'élimination ou a la modification de |'effecteur avr reconnu,
soit a l'acquisition de nouveaux effecteurs supprimant I'ETI, ce qui conduit de nouveau a une
ETS. Ainsi, au cours de [|'évolution, la sélection naturelle dotera les plantes de nouveaux
récepteurs NLR capables de reconnaitre de nouveaux effecteurs et de déclencher I'ETI alors que
les agents pathogénes se verront continuellement contraints d’acquérir de nouveaux effecteurs

capables de la supprimer.

1.1.3 Voies de signalisation impliquées dans les défenses

La reconnaissance de l'agent pathogéne a partir des récepteurs PRR et NLR entraine
I"élicitation des défenses. Cette induction est permise par une transduction du signal depuis le
récepteur. La réponse peut s’effectuer d’une part de maniére intracellulaire pour faire face
localement a l'attaque et d’autre part, se prolonger par des voies de signalisation intercellulaires

afin d’engager les défenses de maniére systémique (Sun et Zhang, 2020).
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Figure 1.1.3.1.1 : Production de ROS et induction de la RBOH par la perception des PAMPs.
(A) Les stress induisent une production apoplastique initiale rapide de ROS par les RBOH et les peroxydases (1),
qui peuvent ensuite pénétrer dans le cytosol via des aquaporines (2). Les ROS activent un influx de Ca2* depuis
I’'apoplaste ou la vacuole (3) qui amplifie directement l'activité des RBOH ou par l'intermédiaire de protéines
kinases (4). L’accumulation de ROS apoplastiques coincide avec l'inhibition de H*-ATPases qui provoque une
alcalinisation extracellulaire (5). Les ROS RBOH-dépendants induisent des dépots de callose (6). Aprés une
signalisation systémique rapide initiale, une seconde vague de production de ROS d’origine chloroplastique peut
affecter I'expression du génome (7). (B) Complexe FLS2-BAK1 et récepteur de ROS HPCA1l chez A. thaliana en
absence (a gauche) ou présence (a droite) d’'un agent pathogéne bactérien. La perception de flg22 inhibe les H*-
ATPases et active le complexe FLS2-BAK1 qui va a son tour activer par phosphorylation le complexe RBOH.
L'augmentation du pH extracellulaire modifie les cystéines du domaine HP de HPCA1 qui active I'entrée d‘ion Ca2+*
et la signalétique des ROS par son activité kinase (Castro et al., 2021).



1.1.3.1 Signalisation intracellulaire

La transduction du signal au niveau cellulaire mobilise majoritairement des flux calciques,
des voies de phosphorylation et la génération d’espéces réactives de l'oxygéne (ROS pour
« reactive oxygen species »). Les mécanismes sont déclenchés a la fois dans la PTI et I'ETI mais

de maniére plus intense et rapide pour cette derniére (Yuan et al., 2021b).

1.1.3.1.1 Accumulation de ROS

L'une des premiéres réponses a l'attaque d’un agent pathogéne, notamment suite a une
reconnaissance par les PRR/NLR, est une importante modification des conditions redox de la
cellule liée a l'accumulation de ROS (Figure 1.1.3.1.1 ; Torres et al., 2006). La PTI est
caractérisée par une accumulation rapide et transitoire de ROS alors que I’'ETI induit plutot une
accumulation biphasique avec second pic plus intense et soutenu que le premier (Yuan et al.,
2021b). Dans les deux cas, les ROS incluent majoritairement du peroxyde d’hydrogéne (H202),
son précurseur |'anion superoxyde (02*) et le radical hydroxyle (*OH ; Apel and Hirt, 2004).
Durant l'interaction plante-pathogene, les ROS sont produits essentiellement dans |'apoplaste
par diverses enzymes, telles que les peroxydases de la paroi cellulaire (PRX), ainsi que les
homologues de l'oxydase respiratoire (RBOH pour « respiratory burst oxidase homolog »)
transmembranaires. La majeure partie des ROS sont générés par les RBOH, en transférant les
électrons du NADPH ou du FADPH cytosolique a I'oxygéne apoplastique, formant ainsi des 0>*".
L'O2* est ensuite converti spontanément ou par 'action catalytique de la superoxyde dismutase
(SOD) en H202 (Qi et al., 2017). La reconnaissance de PAMPs par les PRR induit I'activation par
phosphorylation de la RBOH (Lee et al., 2020). De plus, une premiere étude montre que I'ETI
nécessite la phosphorylation de RBOH par la perception des PAMPs pour étre pleinement efficace
(Yuan et al., 2021a). Une seconde étude indique que la reconnaissance d’effecteurs par certains
récepteurs NLR est susceptible de conduire a l'activation de RBOH par la phosphorylation des
mémes résidus que ceux phosphorylés en réponse a la PTI (Kadota et al., 2018). Ces deux
études suggérent que la deuxiéme phase d’accumulation de ROS déclenchée par I'ETI emprunte
les mémes voies de signalisation que la PTI (Yuan et al., 2021b). Les RBOH sont aussi activés
par phosphorylation de kinases régulées par la signalisation calcique, qui seront décrites dans la
section suivante (Kadota et al., 2015 ; Qi et al., 2017). Une partie de I’'H202 généré peut étre
catalysée par les cations ferreux (Fe2+) pour créer des *OH par la réaction de Fenton. Les *OH
peuvent provoquer la peroxydation des lipides membranaires et conduire a la mort cellulaire
(Herlihy et al., 2020). Ce phénoméne fer-dépendant, appelé ferroptose (Distéfano et al., 2020),
est suggéré pour certains pathosystémes comme une réponse caractéristique de mort cellulaire
induite par I'ETI (Herlihy et al., 2020). Les PRX de type III de la paroi cellulaire contribuent aussi
a l'accumulation de ROS, notamment dans la génération de H202 et de 02° durant la PTI.

D’ailleurs, la production de ROS par les PRX peut contribuer a l'activation de RBOH. Les ROS
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Figure 1.1.3.1.2 : Influx calcique suite a la reconnaissance de PAMPs (A) et étapes clés du

déclenchement des défenses calcium dépendantes (B). (A) La liaison de flg22 au complexe récepteur
FLS2-BAK1 entraine la phosphorylation de BIK1 qui a son tour phosphoryle directement la sous-unité CNGC4 du
complexe de canaux CNGC2-CNGC4, conduisant a un influx de Ca2+. Les protéines BIK1 et CPK phosphorylent
RBOHD lié au Ca2* pour stimuler la production de ROS. Ces derniers sont percus par HPCA1, ce qui entraine une
activation supplémentaire du complexe CNGC2-CNGC4, déclenchant une élévation soutenue du Ca2* cytosolique.
D'autres canaux Ca2* tels que les GLR (pour “glutamate receptor-like”), pourraient se coordonner avec les CNGC
pour induire limmunité Ca2*-dépendante en formant une signature calcique spécifique. (B) Les signatures
calciques induites sont spécifiques au type de bioagresseur détecté, et different entre elles par leurs
caractéristiques spatio-temporelles. Le décodage est ensuite réalisé par une multitude de capteurs du Ca2* tels que
les CaM, les protéines de type CaM (CML) ou les CDPK qui activent les protéines cibles soit par liaison directe, soit
par phosphorylation (P ; Aldon et al., 2018 ; Tian et al., 2020).



produits par les RBOH sont plutot impliqués dans la mort cellulaire alors que ceux produits par
le PRX semblent davantage impliqués dans la modification de la paroi (Camejo et al., 2016). La
production de ROS peut avoir un effet antimicrobien sur le pathogéne mais participe aussi a la
signalisation défensive (Kadota et al., 2015 ; Torres et al., 2006). En effet, la diffusion de I’'H20>
apoplastique a travers la membrane peut moduler le transcriptome, notamment par |'activation
de kinases ou de facteurs de transcription sensibles au potentiel rédox (Kovtun et al., 2000 ;
Frederickson Matika and Loake, 2014 ; Torres et al., 2010). La production de ROS contribue
enfin a la formation d’acide salicylique (SA) et d’oxyde d’azote (NO) qui sont aussi impliqués

dans I'activation des défenses (Klessig et al., 2000).

1.1.3.1.2 Signalisation calcique

L'import d’ions calciums (Ca?*) dans le cytoplasme constitue I'une des réponses précoces
vis-a-vis des stress biotiques et permet I'activation d’'une multitude de mécanismes de défense
(Lecourieux et al., 2006). L'import dans le cytoplasme du Ca?* est régulé par des transports
passifs (canaux) et actifs (antiports, ATPases, etc.) depuis des compartiments riches en Ca?*,
comme le milieu apoplastique et/ou des organites cellulaires (Figure 1.1.3.1.2 ; Sanders et al.,
2002). Les entrées calciques apoplastiques sont permises par une activation des transporteurs
intégrés a la membrane plasmique et déclenchés par la perception d’éliciteurs (Lecourieux et al.,
2006 ; Seybold et al., 2014 ; Tian et al., 2020). Celles-ci sont associées a un influx de proton
H* qui conduit a une acidification du cytoplasme (Westphal et al., 2019). Des résultats récents
mettent en évidence l'importance des canaux ioniques dépendant des nucléotides cycliques
(CNGC pour « cyclic nucleotide-gated ion channels ») dans la PTI. La reconnaissance de PAMPs
par les récepteurs PRR active I'influx calcique par la phosphorylation de CNGC (Tian et al., 2020).
L'activation des récepteurs PRR crée aussi une dépolarisation membranaire, régulée en partie
par des efflux anioniques, qui permet d’activer des transporteurs calciques voltage-dépendants
(Lecourieux et al., 2006). Les PRR activent aussi indirectement les transporteurs calciques par
I'intermédiaire des ROS ou de nucléotides cycliques. L’accumulation de ROS et de Ca?*
cytosolique constitue une boucle rétroactive positive qui amplifie I'influx calcique (Yuan et al.,
2017). L'accumulation du Ca?* cytosolique est aussi observée dans le cas d’une perception par
des NLR, mais les transporteurs calciques ciblés restent encore méconnus (Peng et al., 2018).
Certains récepteurs NLR, aprés reconnaissance d‘effecteurs, deviennent des pores
membranaires laissant passer le Ca2* apoplastique (Bi et al., 2021 ; Chen et al., 2021). Bien que
les flux calciques depuis I'apoplaste soient les principales sources d’entrées de calcium, cela
n’‘exclut pas I'entrée de calcium depuis les réservoirs internes que constituent les organites, tels
que la vacuole ou le réticulum endoplasmique. Les transporteurs membranaires de ces organites
peuvent étre activés notamment par linositol triphosphate (IP3) ou I’ADP ribose cyclique
(Garcia-Brugger et al., 2006 ; Lecourieux et al., 2006 ; Seybold et al., 2014).
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Les accumulations de Ca?* sont transitoires et peuvent avoir plusieurs profils, tels que
des élévations spatialement dispersées ou regroupées (pics) pouvant former des oscillations
(pics répétés) ou des vagues (pics se déplagant vers les cellules voisines ; Ng et McAinsh, 2003).
Ces profils peuvent étre interprétés comme une signature type d’un éliciteur ou d’une agression
et nécessitent |'action coordonnée des transporteurs de Ca?* (Lecourieux et al., 2006 ; Tian et
al., 2020). L'herbivorie ou les blessures mécaniques induisent des vagues calciques, alors que
les interactions avec des micro-organismes symbiotiques ou pathogénes engendrent plutét des
pics et des oscillations respectivement (Tian et al., 2020). Les signaux calciques peuvent étre
décodés par des senseurs possédant un ou plusieurs motifs hélice-boucle-hélice appelés domaine
EF-hand un se liant au calcium (Lewit-Bentley and Réty, 2000 ; Lecourieux et al., 2006). Parmi
ces senseurs, on trouve les calmodulines (CaM) qui possédent quatre domaines EF-hand
capables de s’associer au Ca?* provoquant un changement de conformation de la protéine (Chin
and Means, 2000 ; Lecourieux et al., 2006), ce qui va leur permettre d’activer des kinases ou
des facteurs de transcription associés aux défenses (Bouché et al., 2005 ; Kim et al., 2020). Le
Ca?* cytosolique va aussi engendrer des cascades de phosphorylation dépendantes de protéines
kinases disposant d’un domaine EF-hand, présentées ci-aprés (Garcia-Brugger et al., 2006 ;
Lecourieux et al., 2006). D'autres protéines ne possédant pas de domaine EF-hand sont aussi
sensibles au calcium, comme celles possédant un domaine C2 qui est un site de liaison au Ca?*
et aux phospholipides. La phospholipase D est une enzyme disposant d’'un domaine C2 activé en
réponse d’une élévation du Ca?* cytosolique associée au défenses (Lecourieux et al., 2006). La
phospholipase D rompt les liaisons phosphodiesters des phospholipides pour produire par
exemple de I'IP3 et du diaglycerol (DAG ; Wang, 1999 ; Seybold et al., 2014) qui activent
respectivement les transporteurs calciques IP3-dépendant (Sanderson, 2007) ou des kinases
(Spitaler et Cantrell, 2004 ; Canonne et al., 2011).

1.1.3.1.3 Kinases et facteurs de transcription

La transduction du signal peut se réaliser par phosphorylation en cascade de protéines
kinases jusqu’a l'activation transcriptionnelle de génes (Graves et Krebs, 1999). Les plus
conservées chez les eukaryotes sont les protéines kinases activées par des agents mitogénes
(MAPK pour « mitogen-activated protein kinase »). Aprés activation des PRR/NLR, la
phosphorylation des MAPKKK, entraine celle des MAPKK et finalement celle des MAPK (Meng et
Zhang, 2013). Les ROS et le NO activent aussi des cascades de phosphorylation modulées par
les MAPKKK (Kovtun et al., 2000 ; Torres, 2010 ; Frederickson Matika et Loake, 2014). La MAPK
en bout de chaine active des réponses de défense, notamment par la phosphorylation de facteurs
de transcription ou d’enzymes. A noter que pour inhiber la signalisation défensive, certains
agents pathogeénes disposent d’effecteurs avec une activité phosphatase capable de
déphosphoryler ces kinases (Meng et Zhang, 2013). Le calcium peut aussi déclencher des

cascades de phosphorylation, notamment en se liant aux domaines EF-hand de certaines
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kinases, CaM kinases dépendantes du calcium (CCaMK pour « Ca2*-CaM dependent kinase ») et
les protéines kinases dépendantes du calcium (CDPK pour « calcium-dependent protein kinases
» ; Lecourieux et al., 2006). Les CDPK et les CCaMK disposent d'un domaine kinase
respectivement associé a 4 ou 3 domaines EF-hand (Ranty et al., 2006 ; Klimecka et al., 2007).
D'autres kinases ne possédant pas de domaine EF-hand interagissent avec des protéines en
possédant telles que la calcineurine de type B (CBL pour « calcineurin B-like protein ») qui est
exclusif aux plantes. Les CBL jouent le rOle de senseurs calciques et s'associent avec des
protéines kinases (CIPK pour « CBL-interacting protein kinases ») pour activer des réponses de
défense (Luan, 2009 ; Seybold et al., 2014).

Les facteurs de transcription jouent un r6le central dans le controle de la transcription.
Ils permettent d’induire ou de réprimer I'expression de certains génes, en se fixant sur leur
région promotrice (Meshi et Iwabuchi, 1995). Parmi les facteurs de transcriptions impliqués dans
les défenses, 6 familles classées selon leur site de liaison a I’ADN sont prépondérantes (Singh,
2002 ; Alves et al., 2014) :
e Les protéines a fermeture leucine basique (bZIP pour « basic leucine zipper containing
domain proteins » ; Dréoge-Laser et al., 2018).
e Les protéines avec une séquence d’acides aminés WRKYGQK (WRKY ; Rushton et al.,
2010).
e Les protéines liées a la myélocytomatose (MYC ; Alves et al., 2014).
e Les protéines liées a la myéloblastose (MYB ; Ambawat et al., 2013).
e Les facteurs de liaison a des éléments sensibles a I'éthyléne (EREBP pour « ethylene
responsive element binding factors ») / apetala 2 (AP2).
e Un regroupement de 3 familles appelées facteurs de transcription NAC (NAM, ATAF, CUC
; Alves et al., 2014) : des protéines liées a I'absence de méristéeme apical (NAM pour «
no apical meristem »), des facteurs ATAF (pour « Arabidopsis transcription activation
factor ») ou liés aux cotylédons en forme de tasse (CUC pour « cup-shaped cotyledon »).
En plus de réguler les réponses de la PTI/ETI, la plupart de ces facteurs de transcription sont
aussi impliqués dans la tolérance au stress abiotique et dans des processus du métabolisme
primaire traduisant leur role large et leur redondance dans différentes voies liées a des stimuli

environnementaux ou endogénes (Singh, 2002 ; Alves et al., 2014).

1.1.3.2 Signalisation intercellulaire

Aprés reconnaissance de I'agent pathogéne au niveau local, le déploiement des défenses
peut s’effectuer au-dela du site d’infection. La transmission du signal intercellulaire peut étre
réalisée par la propagation de phytohormones, petites molécules pouvant avoir un réle endogéne
ou de réponse aux stress abiotiques et biotiques. Trois phytohormones sont largement

impliquées dans les défenses, 'acide salicylique (SA), I'éthylene (ET) et I'acide jasmonique (JA
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Figure 1.1.3.2.1 Voies de
biosynthése du SA voie de
Iisochorismate (A) et de l'acide

benzoique (B). ICS : isochorismate
synthase; EDS : enhanced disease
susceptibility; PBS: AvrPhpB susceptible;
IC-9-Glu isochorismate-9-glutamate;
Phe : phenylalanine; PAL : phenylalanine
ammonia lyase; t-CA: trans-cinnamic
acid; AIM abnormal inflorescence
meristem; BA: benzoic acid; BA2H : BA-
2-hydroxylase (Peng et al., 2021).

Figure 1.1.3.2.2 : Mécanismes de
régulation de la biosynthése du

SA par la voie de I'IC. Aprés contact
avec les bioagresseurs, les récepteurs
immunitaires conduisent a des niveaux
élevés de Ca?* cytosolique, qui favorisent
la production de SA en induisant
I'expression de SARD1 et CBP60g en
libérant la répression transcriptionnelle
de CAMTAS3 et par l'activation de CBP60g
par des CaM. En paralléle, I'activation des
facteurs de transcription TGA1 et TGA4 et

des kinases cytoplasmiques de type
récepteur (PCRK1/2) contribue a la
biosynthése du SA en induisant

I'expression de SARD1 et CBP60g. Les
génes de biosynthése du SA (ICS1, EDS5
et PBS3) sont régulés de maniére
coordonnée par les facteurs de
transcription SARD1 et CBP60g (Peng et
al., 2021).



; Checker et al., 2018). Dans cette partie, nous nous focaliserons davantage sur la signalisation

SA ainsi que sur la résistance systémique acquise (SAR).

1.1.3.2.1 Biosynthése du SA

Le SA est I'une des premieres phytohormones synthétisées lors de la PTI/ETI. La synthése
du SA peut s'effectuer a partir de deux précurseurs dérivés de la voie du shikimate,
I'isochorismate (IC) et l'acide benzoique (BA), impliquant ainsi deux voies de biosynthése
différentes dont I'importance varie selon les especes (Figure 1.1.3.2.1 ; Lefevere et al., 2020 ;
Peng et al., 2021) :

e La voie de I'IC : Le chorismate dérivé du shikimate est transformé par l'isochorismate
synthase (ICS) en IC dans le chloroplaste (Wildermuth et al., 2001). Ce dernier migre
dans le cytosol via un transporteur (EDS5 pour « enhanced disease susceptibility 5 » ;
Serrano et al., 2013). L'IC est ensuite conjugué au glutamate par une aminotransférase
(PBS3 pour « AvrPphB susceptible 3) pour former IC-9-glutamate, qui se décompose
spontanément en SA (Rekhter et al., 2019).

e La voie du BA : La phénylalanine, dérivée du chorismate, passe dans le cytoplasme et
est transformée en acide trans-cinnamique (t-CA) par la phénylalanine ammonia lyase
(PAL). Le t-Ca est transformé en acide benzoique puis en SA (Yalpani et al., 1993) par
une enzyme catalysant la B-oxidation de t-CA (AIM1 pour « Abnormal Inflorescence
Meristem » ; Bussell et al., 2013) et une BA 2-hydrolase (BA2H ; Léon et al., 1995),
respectivement.

Lors d’une infection, la synthése du SA s’effectue principalement par la voie de I'IC chez A.
thaliana (Wildermuth et al., 2001) alors que c’est la voie du BA qui est privilégiée chez le tabac
(Nicotiana tabacum ; Ogawa et al., 2006). Chez d’'autres especes comme le soja (Glycine max),

les deux voies coopérent pour faire face a une infection (Shine et al., 2016).

1.1.3.2.2 Régulation de la biosynthese du SA

La régulation transcriptionnelle de la biosynthése du SA est complexe et est liée a
I"'activation de facteurs de transcription et de kinases multiples (Zhang et Li, 2019 ; Peng et al.,
2021). Chez A. thaliana, les facteurs de transcription appartenant a la famille des CBP60, SARD1
(pour « SAR-deficient 1 ») et CBP60g (pour « calmodulin-binding protein 60-like »), sont
fortement induits aprés infection et permettent la régulation coordonnée des génes ICS1, EDS5
et PBS3 (Figure 1.1.3.2.2 ; Zhang et al., 2010 ; Wang et al., 2011a ; Sun et al., 2015). A
I'opposé, le transporteur EDS5 est modulé négativement par un facteur de transcription E2F
atypique DEL1, en faveur de l'activation de genes de croissance et de développement (pour
« DP-E2F-like 1 » ; Chandran et al., 2014). Il semblerait que les facteurs SARD1 et CBP60g

soient importants a la fois pour la PTI et I'ETI, ainsi que pour la propagation systémique de

Chavonet Erwan | Caractérisation d'un effecteur de résistance du pommier a Erwinia amylovora induit par un stimulateur de défenses des plantes (ASM), et étude de I'impact de la chaleur sur I'efficacité du traitement

L83 14






I'activation de défenses SA-dépendantes (Peng et al., 2021). De méme, ils s'averent que
certaines kinases (CDK8 pour « Cyclin-Dependent Kinase 8 ») sont associées a |'accumulation
du SA en activant les genes ICS1 et EDS5 (Huang et al., 2019). A l'inverse, des activateurs de
transcription CaM (CAMTA pour « CaM-binding transcription activators ») sont impliqués dans la
répression de SARD1 et CBP60g en |'absence d’agents pathogénes (Sun et al., 2020a). La
dynamique des niveaux de SA est aussi régulée par des modifications chimiques telles que les
hydroxylations ou glycosylations. En absence d’infection, le SA est converti par une hydroxylase
en acide 2,3- ou 2,5-dihydroxybenzoique (Zhang et al., 2013 ; Zhang et al., 2017b). Ces produits
de dégradation peuvent étre de nouveau mobilisés en SA lors d’une infection par glycosylation
(Huang et al., 2018). Pour interférer avec les défenses SA-dépendantes, certains agents
pathogénes disposent d’enzymes capables de dégrader le SA, notamment par des hydroxylases
(Lowe-Power et al., 2016 ; Qi et al., 2018). Chez A. thaliana, certains PRR sont identifiés comme
des activateurs de ICS1 en induisant des événements de phosphorylation (Kong et al., 2016).
De méme, certains NLR sont impliqués dans la biosynthése du SA, par des intermédiaires
différents selon leur domaine N-terminal. Les CNL activent un régulateur NDR1 (pour «
Nonspecific disease resistance 1 ») alors que les TNL activent le dimére EDS1 (« Enhanced
disease susceptibility 1 ») et PAD4 (« Phytoalexin deficient 4 » ; Vlot et al., 2009). EDS1 est un
nceud important dans I'immunité d’A. thaliana, puisqu’il conduit a différentes réponses selon les
RNL auxiliaires activés par les NLR. Alors que les dimeres EDS1-PAD4 activés par le RNL ADR1
activent les génes de défense SA-dépendants (Bhandari et al., 2019 ; Dongus and Parker, 2021),
le RNL NRG1 provoque l'association de EDS1 avec SAG101 (« Senescence associated gene 101
») et active une réponse ETI liée a la mort cellulaire (Sun et al., 2021 ; Dongus and Parker,
2021). Des PRR peuvent aussi moduler les défenses SA-dépendantes par l'activation des
complexes ADR1-EDS1-PAD4 (Dongus et Parker, 2021).

1.1.3.2.3 Perception et activation des génes SA-dépendants

La perception du SA est principalement médiée par NPR1 (« non-expressor of
pathogenesis-related (PR) genes 1 ») qui active les défenses (Wu et al., 2012). Les séquences
nucléotidiques et protéiques de NPR1 montrent une forte conservation dans différentes espéces
végétales suggérant un role prépondérant de ce régulateur dans les mécanismes de défense
(Withers et Dong, 2016). Cette protéine dispose d'un domaine C-terminal transactivateur associé
a deux domaines de liaison aux protéines : un domaine central de répétitions ankyrines (ANK)
et un domaine N-terminal BTB/POZ (« Broad complex, Tramtrack, and Bric-a-brac/Pox virus and
Zinc finger »). Le domaine ANK est essentiel pour |'activation de facteurs de transcription TGA
(« TGACG-Binding »), membres de la famille des bZIP (Cao et al., 1997 ; Rochon et al., 2006).
NPR1 forme des homopolymeéres dans le cytoplasme reliés par des ponts disulfures au niveau
de leur résidu cystéine. L'accumulation du SA modifie le potentiel rédox cellulaire entrainant la

réduction enzymatique (thioredoxine, glutaredoxine, etc.) des polymeres en monomeéres, et
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Figure 1.1.3.2.3 : Modéle d’activation et de perception du SA par NPR1 (A, B) et NPR3/4

(B). (A) L'accumulation de SA favorise la déphosphorylation (P) des sérines 55/59 et induit la sumoylation de
NPR1, résultant de la dissociation du facteur WRKY70 et l'inactivation de ce répresseur. La modification de NPR1
par SUMO3 (S) est requise pour sa phosphorylation sur les sérines 11/15 pour former une boucle d’amplification
du signal et générer plus de NPR1 activé. Cette forme activée interagit avec le facteur de transcription TGA3 pour
induire I'expression du gene PR1. Ensuite, le NPR1 modifié est ubiquitiné et ciblé pour sa dégradation par le
protéasome 26S, médiée par l'interaction avec NPR3 pour assurer la nature transitoire de l'induction immune. (B)
Quand le niveau de SA est faible (plante non stressée), NPR1 est inactif, et NPR3 et NPR4 répriment |'expression
des génes de défense en interagissant avec un cofacteur hypothétique Y. Quand le niveau de SA augmente (plante
stressée), le SA s’associe a NPR3 et NPR4 pour induire la dissociation au cofacteur Y, aboutissant a la dérépression
des génes cibles. Pendant ce temps, I'association du SA a NPR1 facilite I'interaction entre NPR1 et un cofacteur
inconnu X, qui le connecte au médiateur, recrutant I’ARN polymérase II (Pol II) pour activer les génes cibles.
(Saleh et al., 2015 ; Peng et al., 2021).



permettant ainsi a NPR1 d’accéder au noyau (Mou et al., 2003). La réduction seule des ponts
disulfures est néanmoins insuffisante pour libérer les monoméres. La monomérisation de NPR1
nécessite également un changement de conformation de la protéine, qui se produit par
I'association du SA avec les ions cuivre présents a proximité de certains résidus cystéine (521
et 529) du domaine C-term transactivateur, ce qui réduit son affinité avec le domaine N-term
BTB/POZ (Wu et al., 2012). NPR1 va induire les défenses en se liant a des facteurs de
transcription TGA (Zhang et al., 1999b). L'activité de ce dernier est finement régulée dans le
noyau par des mécanismes de phosphorylation et de sumoylation. En condition normale, la
protéine NPR1 peut étre associée au facteur WRKY70 ce qui ne permet pas l'induction de génes
de défense SA-dépendants, tel que le géne SARDI1. Une accumulation de SA provoque une
déphosphorylation de certaines sérines (55 et 59) et dissocie NPR1 de WRKY70, pour activer les
défenses SA-dépendantes. NPR1 subit ensuite une sumoylation provoquant une phosphorylation
sur de nouvelles sérines (11 et 15). Ces transformations rendent NPR1 actif et permettent son
interaction avec des facteurs de transcription TGA. Il est également supposé que cet état actif
rend NPR1 plus sensible a I'ubiquitination et a sa dégradation par le protéasome 26S (Figure
1.1.3.2.3A ; Saleh et al., 2015). Cette séquence d‘activation suivie d'une dégradation de NPR1
serait nécessaire pour assurer le caractére transitoire de l'induction intense des génes de
défenses (Spoel et al., 2009 ; Withers and Dong, 2016).

NPR1 semble étre impliqué dans I'établissement de la PTI, I'ETI et I’activation systémique
des défenses (Zhang et Li, 2019 ; Peng et al., 2021). Durant I’'ETI, un gradient de concentration
en SA s’établit depuis le point d’infection (Enyedi et al., 1992 ; Dorey et al., 1997), ou la forte
concentration de SA est associée a une réponse HR (Torres et al., 2005 ; Lu et al., 2009).
Cependant, I'accumulation de NPR1 inhiberait la réponse HR induite par I'ETI suggérant que
NPR1 serait inactif lors de la HR (Rate et Greenberg, 2001). Un modéle propose que les
mécanismes de dégradation de NPR1 sumoylés sont régulés par la concentration de SA et deux
orthologues, NPR3 et NPR4, qui serviraient d’adaptateurs a I’'ubiquination. NPR3 et NPR4 auraient
respectivement une faible et forte affinité avec le SA. Lorsque la concentration en SA est faible,
NPR1 est dégradé suite a son association avec NPR4. En cas d'élévation modérée de SA, NPR4
se conjugue au SA et se dissocie de NPR1 qui peut alors déclencher les défenses. Par contre,
une forte concentration de SA entraine |'association de NPR1 avec NPR3, ce qui conduit a sa
dégradation. Ce modele suppose que NPR1 est notamment impliqué dans l'activation des
défenses SA-dépendant dans des tissus a distance du point d’infection (Fu et al., 2012 ; Yan et
Dong, 2014). Cependant, une étude récente montre que NPR3 et NPR4 ne modifieraient pas la
concentration en NPR1, auraient la méme affinité pour le SA et joueraient plutét un role de co-
répresseur des génes de défenses SA-dépendant, par l'intermédiaire des TGA. Ce nouveau
modeéle suggére que le SA s’associerait avec NPR3/NPR4 et leverait leur répression
transcriptionnelle (Figure 1.1.3.2.3B ; Ding et al., 2018).
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Figure 1.1.3.2.4 : Translocation des signaux de la SAR et induction d’'une mémoire

immunitaire chez A. thaliana. L'infection locale par un agent pathogéne entraine la production de signaux
immunitaires mobiles tels que le MeSA, le G3P, ainsi que les protéines de transfert des lipides DIR1 et AZI1. Ces
signaux mobiles sont transportés par le systéme vasculaire vers les parties distales non infectées de la plante, ou,
par un mécanisme inconnu, ils induisent I'accumulation du SA, qui déclenche lui- méme la production de protéines
PR, la méthylation des histones et d'autres modifications de la chromatine. Ces derniéres préparent les génes liés a
I'immunité a une expression accrue et favorisent la recombinaison homologue somatique par l'intermédiaire des
actions de BRCA2 et RAD51, ce qui pourrait contribuer a établir une mémoire transgénérationnelle de I'immunité
(Spoel et Dong, 2012).



De nombreux meécanismes constituent des boucles de rétro-action positives dans
I'accumulation du SA. Le SA induit sa propre accumulation et celle de NPR1, notamment par
I'induction de SARD1 et CBP60g qui a leur tour conduisent a l'induction de la voie de biosynthése
du SA (ICS1, EDS5 et PBS3). Cependant, l'accumulation de SA stimule aussi sa propre
conversion en forme glycosylée ou sa dégradation en induisant respectivement les genes codant
pour des glycotransférases et des hydroxylases. De méme, il semblerait que NPR3/NPR4 soient
impliqués dans la répression du SA a la suite d'une accumulation (Peng et al., 2021). D'autres
facteurs de transcription, tel que NIMIN1 (pour « NIM1l-interacting 1 »), sont induits par
I'accumulation du SA et conduisent a la répression des génes impliqués dans la biosynthése de
SA (Weigel et al., 2005). Ainsi, le SA est non seulement impliqué dans l'activation d'une
multitude de génes de défense via des boucles de rétroaction positives finement régulées, mais
est également impliqué via des boucles de rétro-action négatives dans le freinage de la réponse
immunitaire (Zhang et Li, 2019 ; Peng et al., 2021).

1.1.3.2.4 Définition de la SAR

La résistance systémique acquise (SAR) est une forme de « mémoire immunitaire »
stimulée par un éliciteur ou une premiére agression, qui confére une meilleure résistance
systémique a une seconde infection (Figure 1.1.3.2.4). La SAR est un mécanisme conservé dans
le réegne végétal, permettant parfois une résistance sur le long-terme voire transgénérationnelle
selon certains auteurs (Conrath, 2006 ; Spoel et Dong, 2012). Le SA, ainsi que certains acteurs
de sa régulation (SARD1, CBP60g, etc.) sont impliqués dans I'établissement de la SAR (Peng et
al., 2021). Cette « mémoire immunitaire » semble reposer sur des modifications épigénétiques
(Luna et al., 2011a ; Spoel et Dong, 2012), tels que le remodélement de chromatine (Jaskiewicz
et al., 2010), des modifications d’histones (Spoel et Dong, 2012) et la méthylation de I’ADN
(Lopez Sanchez et al., 2016). Ces mécanismes permettent de rendre plus accessible le
promoteur de génes de défense pour que ces derniers soient transcrits de maniére plus rapide
et efficace. Ce mécanisme traduit I'importance de la rapidité du déploiement des réponses
défensives dans la résistance (Spoel et Dong, 2012). D’autre part, la SAR arme les défenses
sans consommation d'énergie excessive, ce qui implique un co(t de fithess moindre qu’une
induction massive et soutenue des défenses (Heidel et al., 2004 ; Reynolds et al., 2019). La SAR
peut étre décrite en trois étapes distinctes : (i) la production d’un signal au niveau du site de la
premiere infection, (ii) le transport systémique de ce signal et (iii) la perception de ce signal
dans les tissus distaux permettant d’amorcer les défenses (Conrath, 2006 ; Spoel et Dong,
2012). A I'neure actuelle, aucun signal universel a toutes les espéces n’est identifié, mais

différents composés semblent impliqués dans ce phénoméne.
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1.1.3.2.5 Les acteurs de la SAR

Le SA et son dérivé méthylé volatile (MeSA) font partie des premiers acteurs identifiés
dans la SAR (Gao et al., 2021). Le SA est accumulé au niveau du site d'infection et retrouvé
dans la séve élaborée de maniere systémique (Malamy et al., 1990 ; Métraux et al., 1990). Les
plantes sur-exprimant une enzyme dégradant le SA (hydroxylase d’origine bactérienne : NahG
convertissant le SA en catéchol) sont incapables de mettre en place la SAR (Gaffney et al., 1993
; Delaney et al., 1994) sauf lorsque le SA est appligué de maniere exogene (Delaney et al.,
1994). Chez A. thaliana, les mutants déficients dans |'activation de la biosynthése du SA sont
incapables d’induire la SAR (mutants SARD1 et CBP60g ; Zhang et al., 2010 ; Wang et al.,
2011). Cependant, des expériences de greffage montrent que l'accumulation de SA n’est pas
critique dans I'induction de la SAR et qu’il ne constitue pas le seul signal possible a son induction.
Par contre, son accumulation distale semble nécessaire dans la mise en place de la SAR (Vernooij
et al., 1994 ; Pallas et al., 1996). Ainsi, la SAR impliquerait la synthése de novo du SA de maniére
systémique (Gao et al., 2021). Le MeSA semble aussi impliqué dans I'établissement de la SAR.
Des études montrent que la méthylation du SA au site d'infection et sa déméthylation dans les
organes plus éloignés contribuent a la mise en place de la SAR, suggérant que le MeSA est une
molécule signale (Park et al., 2007 ; Vlot et al., 2008 ; Park et al., 2009 ; Manosalva et al.,
2010). Cependant, ce n’est pas la déméthylation du MeSA en SA au niveau du site-cible qui
permet |l'activation distale des défenses puisqu’une accumulation de novo de SA au niveau distal

est nécessaire a la SAR (Attaran et al., 2009).

D’autres composés, dérivés des lipides, sont potentiellement des signaux de la SAR, tels
gue le glycérol-3-phosphate (G3P) et I'acide azélaique (AzA ; Gao et al., 2021). La SAR induite
par ces deux dérivés lipidiques nécessite une protéine DIR1 (« Defective in induced resistance 1
»), de la famille des transporteurs de lipides (LTP « Lipid transfert protein ») chez A. thaliana
(Maldonado et al., 2002) mais aussi chez le tabac (N. tabacum ; Liu et al., 2011) et le concombre
(Cucumis sativus ; Isaacs et al., 2016). Des plantes mutantes affectées dans la biosynthése de
DIR1 sont incapables d’induire la SAR, mais voient cette capacité rétablie lorsque des exsudats
de pétiole issus de plantes non-transformées et préalablement élicitées sont infiltrés dans les
feuilles des mutants dirl (Maldonado et al., 2002). DIR1 est exprimé dans les tubes criblés et
les cellules compagnes du phloéme (Champigny et al., 2011), et est susceptible de se mouvoir
au travers des plasmodesmes (Carella et al., 2014). DIR1 est capable de s’associer avec d'autres
LTP, comme AZAI1 (« Azélaique induced 1 ») pour induire la SAR G3P-dépendante (Chanda et
al., 2011 ; Yu et al., 2013). La réduction du phosphate du dihydroxyacétone par la G3P
déshydrogénase (G3PDH ; Nandi et al., 2004) ou la phosphorylation du glycérol par la glycérol
kinase (GK ; Kang et al., 2003) permet la synthése de G3P qui est le précurseur de la plupart
des triglycérides végétaux mais aussi du signal de la SAR. L'invalidation génétique de la G3PH
et de la GK impacte négativement la SAR, mais celle-ci peut étre restaurée par I'application

exogéne de G3P. Par contre, il semble que ce n’est pas le G3P qui est directement transporté
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par DIR1 vers les organes distaux, mais que ce soit I’'un de ses dérivés (Chanda et al., 2011).
L'’AzA est issu de la peroxydation lipidique et participe aussi a la SAR, notamment puisque son
application exogéne potentialise la production de SA et I'activation des génes de défense associés
(Jung et al., 2009). Enfin, I'application de d’AzA induit I'accumulation de G3P, mais est incapable
d’'induire la SAR chez des mutants déficients en G3PDH et GK, ce qui suggére que I'’AzA induit la
SAR en modulant des taux de G3P (Yu et al., 2013).

Il existe d’autres signaux impliqués dans la SAR, tels que des dérivés de la lysine et des
terpénoides, comme I'‘acide pipecolique/l’acide N-hydroxy-pipecolique (Pip/NHP) et le
déhydroabiétinal (DA). Ce dernier est un diterpéne capable d’induire la SAR a trés faibles doses
de maniére SA-dépendante (Chaturvedi et al., 2012), et est notamment accumulé chez les
coniféres en réponse aux ravageurs (Trapp et Croteau, 2001 ; Bohlmann et Keeling, 2008).
D’autres terpénoides tels que des monoterpénes volatils (a- et B-pinene) sont capables d’induire
la SAR de maniere SA- et G3P-dépendante (Riedimeier et al., 2017 ; Wenig et al., 2019). La
lysine peut étre convertie en acide Al-pipéridine-2-carboxylique (P2C) par I'aminotransférase
ALD1, et le P2C est ensuite converti en Pip par SARD4 (Hartmann et al., 2017). Il semblerait
gue Pip soit plutdot accumulé de maniére systémique mais de fagon moindre au niveau du point
d’infection méme si celui-ci est aussi indispensable dans la résistance locale et systémique. Son
application exogéne permet d’amorcer la SAR (Navarova et al., 2012). Il semblerait que SARD4
soit davantage nécessaire a la synthése de Pip a distance du point d‘infection (Ding et al., 2016).
ALD1 et SARD4 sont positivement régulés par SARD1 et CBP60g, qui modulent ainsi de maniére
synergique le SA et le Pip par le biais de TGA (Sun et al., 2015 ; Sun et al., 2017). D'autres
régulateurs du SA induisent la synthése de Pip, tels que PAD4 et NPR1 (Navarova et al., 2012).
De plus, I'accumulation de Pip constitue une boucle de rétro-action positive de I'induction du SA,
en induisant les CBP60g, SARD1, PAD4 et EDS1. NPR1 traduit la relation étroite entre le SA et
Pip, puisqu’il est requis pour potentialisation de la SAR Pip-dépendante et Pip semble impliqué
dans la stabilisation de NPR1 en absence de SA (Kim et al., 2020). Pip peut étre converti en NHP
par FOM1 (pour « Flavin-dependent monoxygenase 1 » ; Hartmann et al., 2018). NHP constitue
comme Pip une molécule intimement liée au SA et essentielle dans I'activation de la SAR
(Hartmann et Zeier, 2019).

1.1.3.3 Autres phytohormones impliquées dans les défenses

D’autres phytohormones sont mobilisées dans les défenses suite a la reconnaissance des
bioagresseurs, telles que le JA et I'ET qui agissent le plus souvent en synergie. Ces deux
phytohormones sont impliquées dans la résistance systémique induite (ISR). L'ISR est une
résistance induite par les microorganismes symbiotiques racinaires, qui permet d’éliciter les
défenses de maniére systémique. L'ISR se différencie de la SAR notamment par les

phytohormones impliquées dans sa régulation et sa signalisation. La littérature fait état de
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nombreuses relations antagonistes entre le SA et le couple JA/ET méme si ce n’est pas une regle
absolue (Li et al., 2019).

1.1.3.3.1 Acide jasmonique (JA)

La biosynthése du JA est initiée par la dégradation de la membrane lipidique des
chloroplastes par des phospholipases (Figure 1.1.3.3.1 ; Ruan et al., 2019). Ces phospholipases
sont activés par des molécules signales polypeptidiqgues comme la systémine chez la tomate
(Solanum lycopersicum ; Ryan et Pearce, 2003) et PEP1 chez A. thaliana (Huffaker et al., 2006),
issues de I’'hydrolyse de leur précurseur respectif la prosystémine et PROPEP1, apres dégradation
des tissus (Ryan et Pearce, 2003 ; Huffaker et al., 2006). La systémine et PEP1 sont reconnus
par un récepteur situé a la surface membranaire, nommé SR160 (« systemin receptor 160 » ;
Scheer et Ryan, 2002 ; Li et al., 2003) et PEPR1 (Yamaguchi et al., 2006) respectivement.
Plusieurs produits issus de l'activité phopholipase peuvent conduire a la formation de JA, dont
I'acide a-linolénique (18:3). Chez A. thaliana, ce dernier est progressivement transformé en
acide cis-12-oxophytodienoique (OPDA) dans le chloroplaste par I'action de 3 enzymes : la 13-
lipoxygénase (LOX), I'allene oxide synthase (AOS) et cyclase (AOC). L'OPDA est ensuite transféré
vers le cytoplasme par un transporteur JASSY puis incorporé dans le péroxysome par un
transporteur ABC (nommé CTS pour « COMATOSE »). L'OPDA est ensuite progressivement
transformé en JA, par la réduction du cycle cyclopenténone et le raccourcissement de la chaine
latérale de I'acide carboxylique (Wasternack et Hause, 2019). Dans le cytoplasme, le JA peut
étre métabolisé en différents dérivés, tels que le méthyl-Jasmonate (MeJA) formé par la JA-
méthyl-transférase (Farmer et al., 1992) ou le JA conjugué a l'isoleucine (JA-Ile) formé par JAR1
(Suza et Staswick, 2008). Dans le noyau, le JA-Ile entraine I'activation de la protéine COI1 («
coronatine-insensitive 1 ») possédant un domaine d’interaction protéique F-box capable de se
lier a une culline et la protéine SKP1 (« S-phase kinase-associated protein 1 ») pour former un
complexe E3-ubiquitine ligase. Ce complexe entraine la dégradation protéasomique des
protéines JAZ (« Jasmonate-zim domain ») par ubiquitination. Les protéines JAZ permettent de
réprimer constitutivement des protéines activatrices de la voie JA, comme le facteur de
transcription MYC2 connu pour induire la synthése des flavonoides, la production de protéines
PR ainsi qu’un stress oxydant (Kazan et Manners, 2013). Leur dégradation par le protéasome

permet donc d’enclencher les défenses JA-dépendantes (Chini et al., 2009).

1.1.3.3.2 Ethyléne (ET)

L'ET est une petite phytohormone volatile (CH2=CH:) impliquée dans de nombreux
processus développementaux (maturation, germination, etc.) mais qui agit en synergie avec le
JA dans la mise en place des défenses. Elle est formée a partir de la méthionine dans le cycle de

Yang qui permet de récupérer une 5’-methylthioadénosine (MTA) a chaque cycle. La MTA peut
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étre incorporée dans de nouveaux cycles ce qui permet de maintenir une production d’ET avec
un pool réduit de méthionines (Figure 1.1.3.3.2A ; Miyazaki et Yang, 1987 ; Pattyn et al., 2020).
L'ET se diffuse ensuite dans le milieu et est percu par 5 récepteurs connus chez A. thaliana
(ETR1/2 pour « ethylene resistant 1/2 », ERS1/2 pour « ethylene response sensor 1/2 » et EIN4
pour « ethylene insensitive 4 ») situés dans le réticulum endoplasmique (Figure 1.1.3.3.2B ;
Shakeel et al., 2015). Ces récepteurs, par l'intermédiaire de la kinase CTR1 (« compromised for
recognition of turnip crinkle virus »), inhibent de maniére constitutive les genes éthyléene-
dépendants. Cette répression s’effectue en dégradant les facteurs de transcription EIN2 par le
protéasome (Ju et al., 2012). Ces récepteurs possédent une poche hydrophobe capable de piéger
I’'ET ce qui leve la dégradation exercée sur EIN2, qui active les génes de défense liés a I'ET, en
concert avec le JA, tels que ceux codant des protéines PR (Xu et al., 1994 ; Adie et al., 2007),
des protéines impliquées dans la rigidification de la paroi ou la production de phytoalexines (Adie
et al., 2007).

1.1.3.3.3 Interaction du JA et de I'ET avec le SA

Le SA, JA et I'ET sont régulés de maniére coordonnée, puisque pour de nombreuses
especes, le SA est antagoniste au JA (Li et al., 2019). Certaines exceptions sont néanmoins
décrites dans la littérature, montrant une synergie entre le SA et le JA dans I'élicitation des
défenses (Mur et al., 2005 ; Thaler et al., 2012). La plupart des cas décrits montrent que le SA
module la résistance aux agents pathogénes biotrophes alors que le JA/ET permet plutot la
résistance a des agents pathogénes nécrotrophes (Grant et Jones, 2009). NPR1 est I'un des
acteurs majeurs de I'antagonisme des voies puisqu’il participe a la répression de la voie du JA/ET
depuis le cytoplasme (Spoel et al., 2003). A linverse, certains acteurs induits par le JA/ET
peuvent réprimer ceux de la voie SA, telles que les protéines EIN3 (Kazan et al., 2012).
L'antagonisme entre le SA et le JA/ET semble étre régulé par de nombreux facteurs (Caarls et
al., 2015), tels que les WRKY. Ces derniers sont souvent cités (WRKY70/50/51) car leur induction
active les génes de la voie SA mais réprime ceux de la voie JA (Li et al., 2004 ; Gao et al., 2011).
Le potentiel redox joue aussi un rOle, puisque l'accumulation de glutathion a la suite d’un
traitement SA coincide exactement avec la fenétre de répression de la voie JA (Koornneef et al.,
2008). La balance redox du glutathion est modulée par le JA et le SA qui augmentent ou
réduisent respectivement le ratio glutathion réduit/oxydée (Spoel et Loake, 2011).
L'accumulation de glutaredoxine induite par le SA participe ainsi a la répression de genes de la
voie JA (Ndamukong et al., 2007 ; Zander et al., 2012).

1.1.4 Reéponses de défense

L'attaque d’un bioagresseur peut conduire a la mobilisation des défenses. Cette réponse,

lorsqu’elle n’est pas entravée par les effecteurs du bioagresseur, permet de contenir ce dernier
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ou de I'éliminer. De multiples réponses défensives sont possibles, telles que la synthése de
protéines et de métabolites antimicrobiens. Nous aborderons certains de ces mécanismes pour

établir une vue générale des défenses actives chez les végétaux.

1.1.4.1 Isolement du bioagresseur

L'une des premieres réponses de défense actives est la création ou la modification de
barrieres physiques qui protegent les cellules de I’'hote. Certains agents pathogénes bactériens
utilisent les ouvertures naturelles comme les stomates pour atteindre |'apoplaste et coloniser la
plante hote (Melotto et al., 2008 ; Melotto et al., 2017). La reconnaissance par les récepteurs
PRR peut engendrer rapidement la fermeture des stomates pour empécher |’'entrée de
microorganismes pathogénes. Suite a la reconnaissance des PAMPs, de nombreux acteurs de la
signalisation de défense permettent la fermeture stomatique (Melotto et al., 2006 ; Desikan et
al., 2008 ; Zeng et He, 2010). L'activation de MAPK, I'accumulation de ROS/NO ainsi que les flux
calciques font partie des premiers signaux déclenchés (Arnaud et Hwang, 2015). Certaines
phytohormones comme le SA et I’ABA sont aussi impliquées dans la fermeture des stomates,
alors que le conjugué JA-Ile semble étre au contraire un antagoniste de la défense stomatique
(Acharya et Assmann, 2008). Néanmoins, certains agents pathogénes sont capables d'interférer
avec cette signalisation pour rouvrir les stomates. Les exemples les plus cités sont la sécrétion
de coronatine (COR), un analogue du JA-Ile, ou la syringoline A (SyA), toutes deux produites
par certaines espéces du genre Pseudomonas (Melotto et al., 2008 ; Melotto et al., 2017). La
COR permet d’activer la transcription des enzymes de synthése du JA, normalement réprimée
par certains médiateurs de la voie du SA (Zheng et al., 2012 ; Gimenez-Ibanez et al., 2016). La
COR active l'export de H* provoquant l'influx de K*, ce qui favorise l'ouverture stomatique
(Zhang et al., 2008). SyA inhibe la dégradation de NPR1 par le protéasome, ce qui est susceptible
de supprimer la signalisation SA (Schellenberg et al., 2010). Des effecteurs sont aussi impliqués
dans l'ouverture des stomates (Wang et al., 2016b), en agissant notamment sur la limitation de
I'accumulation de ROS (Lozano-Duran et al., 2013 ; Hurley et al., 2014), par polarisation de la
membrane plasmique qui permet I'export de H* (Lee et al., 2015a ; Zhou et al., 2015) et/ou en

manipulant I'antagonisme JA/SA (Jiang et al., 2013 ; Zhou et al., 2015).

La paroi est un structure dynamique qui peut se remodeler pour mieux protéger les
cellules vis-a-vis de |'attaque des bioagresseurs (Bellincampi et al., 2014). En effet, ces derniers
peuvent employer des enzymes de dégradation qui vont altérer la paroi (Walton, 1994). Une
des premiéres stratégies de la plante est de déployer des protéines inhibitrices de ces enzymes
de dégradation (Juge, 2006), comme les polygalacturonases qui dégradent la pectine (D'Ovidio
et al., 2004) ou les endoxylanases qui dégradent le composant majeur de I'hémicellulose, le
xylane (Juge, 2006). En réponse aux dommages pariétaux, la paroi peut étre renforcée par

I'ajout de composés structuraux comme la lignine (Vance et al., 1980 ; Bhuiyan et al., 2009),
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ou lI'augmentation du degré de methylesterification des pectines (Lionetti et al., 2007 ; Raiola et
al., 2011). Les stress biotiques et abiotiques peuvent déclencher la synthése d'un composé
pariétal spécifique, la callose. Ce polymére, synthétisé par les calloses synthases, est constitué
de B-1,3-glucanes avec des ramifications (B-1,6) (Chen et Kim, 2009). Le dépo6t de callose au
niveau du site d’‘infection, des plasmodesmes et des tissus vasculaires permet de limiter la
colonisation des agents pathogénes (Bellincampi et al., 2014). Le dép6t de callose est élicité par
des PAMPs notamment par le biais de I'accumulation de ROS (Gémez-Gémez et al., 1999 ;
Galletti et al., 2008 ; Luna et al., 2011b). La voie du SA est sollicitée pour déclencher la synthése
de callose chez A. thaliana (Wang et al., 2013 ; Bellincampi et al., 2014). La callose constitue
une barriére physique décisive vis-a-vis de certains agents pathogénes, dont le succés infectieux
dépend de sa répression par des effecteurs (Hauck et al., 2003 ; Kim et al., 2005b ; Tomczynska
et al., 2020).

Enfin, la HR est une mort cellulaire rapide et localisée au point d’infection qui permet de
contenir certains agents pathogénes. Celle-ci permet de contenir certains agents biotrophes mais
s’avere moins efficace voire bénéfique pour les agents nécrotrophes, qui se nourrissent de tissus
morts. Dans le cas des hémibiotrophes, la HR s'avére efficace seulement au début de l'interaction
mais le passage a un mode vie nécrotrophe la rend inefficace (Balint-Kurti, 2019). La HR est
induite par de multiples facteurs, tels qu’un stress oxydant causé par la production de ROS et
de NO, l'accumulation de Ca?* et de SA (Delledonne et al., 2001). Ce phénomeéne est assez
conservé chez les plantes supérieures, et décrit finalement une mort cellulaire observée
phénotypiquement qui peut découler de mécanismes différents. Par exemple, la plupart des ETI
déclenche une HR (Balint-Kurti, 2019), mais celle-ci est aussi observée pour des relations non-
hotes (Mysore et Ryu, 2004).

1.1.4.2 Production de protéines PR

Les plantes produisent de nombreuses protéines qui s’avérent déléteres pour les agents
pathogénes. Les protéines défensives les plus étudiées sont les protéines PR (« pathogenesis-
related »). Elles sont initialement décrites comme induites dans une situation de pathogenése
ou similaire (van Loon et al., 1994). A I'heure actuelle, 19 familles de protéines PR sont
identifiées et numérotées selon leur ordre de découverte et considérées en tant que telles selon
leurs propriétés biologiques et biochimiques communes (Visser et al., 2018 ; Arora et al., 2020).
La plupart de ces protéines sont solubles dans I'acide, ont un faible poids moléculaire et sont
résistantes aux protéases. Selon leur point isoélectrique, les protéines PR acides sont
majoritairement excrétées dans l’apoplaste et les basiques sont compartimentées dans la
vacuole le plus souvent. Pour la majeure partie des protéines PR, leur réle dans la résistance
n‘est pas encore complétement élucidé mais certaines possédent des propriétés

antimicrobiennes avérées. Leur induction a été rapportée dans différentes espéces, supposant
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un réle commun dans I'immunité végétale (van Loon et al., 2006 ; Jain et Khurana, 2018). Ces
protéines peuvent étre induites par le SA (Van Huijsduijne et al., 1986, Renault et al., 1996)
I’ET, le JA et le MelA (Xu et al., 1994 ; Rakwal et al., 2004). Ces protéines sont aussi mobilisées
de maniére systémique au cours de la SAR (Wang et al., 2005 ; Wang et al., 2018).

PR-1 est la premiére protéine PR identifiée dans les années 70 a partir de plants de tabac
infectés par le virus de la mosaique du tabac. La fonction de PR-1 n’est pas encore bien
déterminée mais celle-ci posséde des propriétés antifongiques, en s’associant aux stérols (Breen
etal., 2017). De nombreuses chitinases (PR-3,4,8,11) et une B-1,3-glucanase (PR-2) ont ensuite
été découvertes et classées comme protéines PR. Ces enzymes sont potentiellement capables
de dégrader la paroi des champignons et des insectes (Ji et Ku¢, 1996 ; Sharma et al., 2010 ;
Balasubramanian et al., 2012 ; Jain et Khurana, 2018). PR-5 posséde une séquence similaire
aux thaumatines, protéines antifongiques, impliguées notamment dans la perméabilisation de la
paroi fongique (Vigers et al., 1992). PR-6 présente une activité inhibitrice de protéases pouvant
altérer le processus infectieux des microorganismes ou les enzymes digestives des insectes
(Koiwa et al., 1997 ; Sudisha et al., 2011). Cette famille regroupe des inhibiteurs de protéinase
a sérine, a cystéine et a métallo/aspartate (Sudisha et al., 2011). La PR-7 est une
endoprotéinase (van Loon et al., 2006) et a ce titre, est potentiellement capable d’avoir de
multiples fonctions protéolytiques défensives (van der Hoorn et Jones, 2004 ; Schaller et al.,
2017). PR-9 code pour une peroxydase (van Loon et al., 2006), enzyme notamment associée
au renforcement de la paroi cellulaire (Passardi et al., 2007). Les PR-10 codent pour des
homologues de protéines ribonucléasiques pouvant jouer un role de dégradation des virus (Park
et al., 2003 ; Liu et Ekramoddoullah, 2006). PR-12 appartient a la famille des défensines (van
Loon et al., 2006), connues pour inhiber la croissance des microorganismes (Broekaert et al.,
1995). PR-13 est une thionine, protéine aux propriétés antimicrobiennes (van Loon et al., 2006),
a priori sans impact sur les ravageurs (Rayapuram et al., 2008). PR-14 est une LTP (van Loon
et al., 2006) qui assure le transfert des lipides a travers les membranes mais qui peut aussi
avoir des propriétés antibiotiques (Garcia-Olmedo et al., 1995). PR-15 et PR-16 sont des
oxalates oxydases et des homologues d’oxalates oxidases de type germines (van Loon et al.,
2006), capables de générer de I’'H>02 toxique pour les bioagresseurs (Dunwell et al., 2008). PR-
17 posséde une séquence proche des métalloprotéinases, une famille d’endopeptidases zinc-
dépendante (Christensen et al., 2002), suspectée d’étre impliquée dans le remodelage de la
matrice pariétale (Marino et Funk, 2011). Deux nouvelles protéines PR ont été récemment
ajoutées a la liste, PR-18 et PR-19, qui codent respectivement pour une carbohydrate oxidase
et un peptide antibactérien (Visser et al., 2018 ; Arora et al., 2020). PR-18 aurait la capacité de
réduire les carbohydrates, notamment des hexoses accumulés lors de I'infection pour produire
de I'H202 (Custers et al., 2004). PR-19 posseéde des propriétés antifongiques en se liant aux B-

1,3-glucanes de la paroi fongique (Marcus et al., 2004 ; Sooriyaarachchi et al., 2011).
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1.1.4.3 Synthése de métabolites

Les métabolites secondaires des plantes sont par définition supposés étre non essentiels
au métabolisme primaire, et peuvent étre impliqués dans la réponse défensive vis-a-vis des
stress biotiques et abiotiques. Mais ces métabolites sont en réalité multifonctionnels et peuvent
avoir un réle au niveau hormonal ou dans le métabolisme primaire (Erb et al., 2020). Une partie
des enzymes produites au cours d‘un stress biotique ou abiotique servent a synthétiser de
nouvelles molécules (phytoalexines ; Khare et al., 2020) mais certaines sont déja présentes de
maniére constitutive (phytoanticipines ; Pedras et Yaya, 2015). Les métabolites secondaires
défensifs peuvent étre répartis en 3 familles : les produits phénoliques, les terpénoides et les

composés azotés et sulfurés (Zaynab et al., 2018).

La voie des phénylpropanoides débute par la formation de 4-coumaroyl-CoA a partir de
la phénylalanine, par I'action de 3 enzymes (Phenylalanine ammonia-lyase, acide cinnamique
hydroxylase et 4-coumaryol-CoA ligase ; Ferrer et al., 2008). Le 4-coumaroyl-CoA est le
précurseur central de nombreuses voies de biosynthése des phénylpropanoides, tels que les
monolignols qui participent a lignification des parois (Dixon et Barros, 2019). Cette voie participe
aussi a la formation de stilbénes qui sont des composés répulsifs pour les insectes ou biocides
pour les microorganismes, notamment le resveratrol vis-a-vis d’agents pathogénes fongiques
(Jeandet et al., 2010). Parmi les phénylpropanoides, les flavonoides regroupent 8 familles
dispersées dans les plantes supérieures : les flavones, les isoflavones, les flavonols, les
anthocyanes, les flavanones, les chalcones, les dihydrochalcones et les flavan-3-ols (Ferrer et
al., 2008). La diversité des flavonoides caractérise la multifonctionnalité de cette famille,
notamment essentielle pour la protection contre les UV et la reproduction (Koes et al., 1994).
Ce sont aussi des phytoalexines antimicrobiennes induites lors de l'infection (Treutter, 2006).
Par ailleurs, certains agents pathogénes peuvent bloquer I'accumulation de ces
phénylpropanoides, comme par exemple les isoflavones bactéricides (daidzéine) dont I'enzyme
de biosynthése est réprimée par des effecteurs bactériens (Zhou et al., 2011 ; Bauters et al.,
2021).

Les terpénes regroupent aussi une large famille de composés avec des structures trés
diversifiées. La voie de biosynthése des terpénoides débute par deux précurseurs, l'isopentényl
diphosphate (IPP) ou son isomére, le dimethylallyl-diphosphate (DMAPP), synthétisés par voie
chloroplastique ou cytosolique. Les terpénes sont classés selon le nombre d’atomes de carbones
qui composent leur squelette et dont la base unitaire est I'isopréne (C5). Les monoterpénes
(C10), les diterpénes (C20) et les tetraterpénes (C40) sont synthétisés dans le chloroplaste alors
que les sesquiterpenes (C15) et les triterpénes (C30) sont synthétisés dans le cytoplasme (Singh
et Sharma, 2015 ; Zhou et al., 2020). Ces composés peuvent subir une cyclisation catalysée par
des terpénes synthases (TPS) responsables de la diversité des structures présentes dans cette

famille (Tholl, 2006 ; Singh et Sharma, 2015). La plupart des terpénoides sont des composés
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volatils défensifs contre les insectes ravageurs, avec des propriétés insecticides ou répulsives
(Unsicker et al., 2009 ; Boncan et al., 2020). Néanmoins, certains sesquiterpénes synthétisés

suite a une infection bactérienne présentent une activité bactéricide (Delannoy et al., 2005).

Les composés azotés et sulfurés réunissent plusieurs familles de composés secondaires
dont les alcaloides (Zaynab et al., 2018). Les alcaloides sont subdivisés en de nombreuses
familles ayant pour chacune d’entre elles un précurseur commun, tel que la strictosidine pour
les alcaloides indoliques monoterpéniques (Ziegler et Facchini, 2008). Ces composés sont
majoritairement des phytoanticipines, mais certains peuvent étre aussi considérés comme des
phytoalexines (Ali et al., 2019). Ils peuvent en effet étre accumulés dans des tissus blessés, et
améliorer la protection contre I'herbivorie de certains insectes (Baldwin, 1988 ; Khan et
Harborne, 1990). Bien que certaines accumulations d'alcaloides soient attribuées a une
remobilisation des phytoanticipines et non a une synthése de novo (Yazaki, 2006), des alcaloides
préformés peuvent étre modifiés en réponse a des éliciteurs hormonaux (phytomodificines ;
Abouzeid et al., 2019).

1.2 Les stimulateurs de défenses des plantes

Les défenses décrites précédemment peuvent étre utilisées comme moyens de lutte
contre les bioagresseurs, notamment en utilisant des mécanismes comme la SAR. Certains
intrants, appelés stimulateurs de défenses des plantes (SDP), activent le systéme immunitaire
des plantes pour apporter une protection vis-a-vis des bioagresseurs (Walters et al., 2013 ;
Gozzo et Faoro, 2013).

1.2.1 Définition et exemples de SDP

Les SDP conférent généralement une résistance a une large gamme de bioagresseurs en
induisant lI'immunité innée, et ne possedent pas d‘activité biocide directe vis-a-vis des
bioagresseurs au sens strict. Il existe plusieurs catégories de SDP (Walters et al., 2013 ; Gozzo
et Faoro, 2013) :

¢ des analogues de phytohormones de défense,

¢ des motifs moléculaires reconnus par les récepteurs PPR et issus d’organismes divers
(microbes, plantes, ou autres),

¢ des microorganismes vivants non pathogénes,

e des composés inorganiques.

L'acibenzolar-s-methyl est I’'analogue le plus connu d’une phytohormone de défense et

sera détaillé ci-dessous, dans un paragraphe a part.
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Des PAMPs sont souvent utilisés pour étudier les mécanismes de défense au niveau
fondamental, tels que la flg22 ou EF-Tu (Wiesel et al., 2014). Certains PAMPs sont
commercialisés en formulation, tel que le chitosane (Ex : Elexa® ; Sharathchandra et al., 2004)
qui est un polymére de B-1,4-N-acétyl-D-glucosamine et I'un des constituants majeurs de la
paroi fongique et de la cuticule des insectes. Ce dérivé de la chitine est capable d’induire les
défenses caractéristiques de la PTI mais présente également des propriétés antimicrobiennes
probablement du fait de sa nature qui déstabilise les membranes. Il est donc difficile de conclure
sur l'origine de la protection apportée, toxicité directe et/ou résistance induite (El Hadrami et
al., 2010). Un produit commercialisé utilise des effecteurs de type harpine (Ex : Messenger®)
pour éliciter les défenses mais aussi pour des propriétés de biostimulation (Wei et Betz, 2007).
Les harpines induiraient de maniére synergique les génes de défense associés au SA et a la SAR
(protéines PR ; Dong et al., 1999), et au JA/ET (PDF1.2 ; Kariola et al., 2003). La laminarine (B-
1,3 glucanes ; Ex : VacciPlant®) issue d’algues brunes (Laminaria digitata) confére une
résistance a certains bioagresseurs en induisant des défenses de type protéines PR ou
phytoalexines (Klarzynski et al., 2000 ; Aziz et al., 2003).

Des organismes vivants peuvent aussi contribuer a I'élicitation des défenses et constituer
des agents de biocontréle. Les champignons du genre Trichoderma font office d’exemple dans
le domaine, dont certaines souches sont commercialisées (Ex : Bio-Trek T-22G® ; Wilson,
1997). La colonisation des racines par ces champignons protege la plante des agents pathogénes
tellurigues par compétition spatiale et nutritionnelle, et par production de composés
antibiotiques. Mais ces champignons sont également des inducteurs de la SAR ou de I'ISR par
reconnaissance de MAMPs lors de I'établissement de l'interaction, notamment les enzymes de
dégradation de la paroi végétale (Nawrocka et al., 2013). Des agents de biocontréle bactériens
du genre Pseudomonas promeuvent également I'ISR (Weller, 2007), notamment via leur PAMPs,
tels que les LPS (Leeman et al., 1995). Au sein de cette gamme d’'agents de biocontrdle fongiques
et bactériens, certaines souches peuvent aussi conférer une amélioration de croissance et du
développement, leur conférant les propriétés doubles de biostimulant et de SDP (Stewart et Hill,
2014 ; David et al., 2018).

D’autres composés de nature minérale sont également capables de stimuler les défenses,
comme le phosphonate de potassium par exemple (KHP ; Ex : Soriale® et LBGO1F34®). Le KHP
déclenche les défenses innées (Daniel et Guest, 2005), et potentialise I'expression des génes
impliqués dans la voie SA (Machinandiarena et al., 2012). Cependant, ce composé possede aussi
des propriétés antifongiques, ce qui ne permet pas toujours d’évaluer la part des propriétés SDP

dans la résistance observée contre les maladies fongiques (Ouimette et Coffey, 1989).
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Figure 1.2.2.1 : Représentation topologique de la formule chimique de I’ASM et du SA
(Oostendorp et al., 2001).



1.2.2 Acibenzolar-S-methyl

L'acibenzolar-S-methyl (ASM ou BTH pour « S-methylbenzo[1,2,3]thiadiazole-7-
carbothiate » ; Ex : Bion® 50WG) est I'une des matiéres actives élicitrices les plus étudiées.
C’est un analogue fonctionnel du SA, qui active les défenses SA-dépendantes et déclenche la
SAR (Figure 1.2.2.1). L'application d’ASM apporte une protection contre des bioagresseurs de
plusieurs espéces cultivées, pouvant atteindre plus de 90 % (Vallad et Goodman, 2004). L'ASM
induit une réponse similaire a l'application exogéne de SA, puisqu’il rétablit I'induction des
défenses SA-dépendantes dans des plantes transgéniques dégradant le SA endogéne (NahG).
De plus, I’ASM rétablit aussi les défenses dans des mutants nim1 altérés dans la signalisation
associée a la SAR (Lawton et al., 1996). Parmi les défenses SA-dépendantes induites par I’ASM,
les protéines PR et les produits phénoliques sont rapportés dans une multitude d’espéces
végétales (Mohan Babu et al., 2003 ; Baysal et al., 2005). De plus, lI'induction de la SAR par
I’ASM permet de potentialiser les défenses aprés le traitement (Beckers et Conrath, 2007),

notamment chez le poirier (Faize et al., 2009).

L'’ASM semble étre actif in planta une fois déméthylé par la protéine SABP2 (« SA-binding
protein 2 »), enzyme qui permet de déméthyler naturellement le MeSA durant la SAR. En effet,
I’ASM n’induit pas les défenses SA-dépendantes dans une plante ne produisant plus de SABP2,
alors qu’une application de son dérivé déméthylé, I'acibenzolar, restaure cette capacité (Tripathi
et al., 2010). Certains auteurs suggerent que I’ASM est directement pergu par NPR1, méme s'il
est probable qu'il soit également percu par d’autres senseurs similaires (Canet et al., 2010),
puisqu’il existe une multitude de récepteurs du SA (Pokotylo et al., 2019). Certaines études sur
la transmission du signal de défense montrent I'importance de certains acteurs de la signalisation
SA dans les défenses ASM-dépendantes. La restriction du virus de la mosaique du plantain
asiatique par I’ASM n’est plus permise pour des mutants affectés dans la biosynthése de NPR1,
supposant un role a la fois dans la signalisation du SA et de I’ASM (Matsuo et al., 2019). Chez
le riz, l'induction des défenses par I’ASM est compromise par des mutants altérés au niveau de
WRKY75, ainsi que la résistance conférée a Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo). Cependant,
ce facteur de transcription induirait les défenses indépendamment de 'orthologue de NPR1 chez
le riz (Shimono et al., 2007). Il s'avere qu’in planta, I'’ASM est un inhibiteur de I'enzyme shikimate
hydroxycinnamoyltransférase impliquée dans la biosynthése de la lignine. Cependant, il est peu
probable que cette inhibition impacte les défenses élicitées, puisque I’ASM n’est présent qu’en
faible quantité par rapport a I'acibenzolar in planta (Negrel et al., 2021). Enfin, un changement
du statut redox avec en particulier la production d'H202 pourrait étre impliqué dans la
signalisation de I’ASM. Divers travaux démontrent en effet l'inhibition de diverses d’enzymes
antioxydantes telles que les catalases et ascorbates peroxidases (Wendehenne et al., 1998 ; van
der Merwe et Dubery, 2006), ou encore |'activation de SOD, notamment chez la pomme (Cheng
et al., 2020).
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Figure 1.2.2.2 : Efficacité de protection de I’ASM vis-a-vis d’E. amylovora. L'application d’ASM
sur des semis Golden Delicious diminue lincidence du feu bactérien lorsque le traitement est effectué 3 jours
avant l'inoculation (A). Cette efficacité de protection est évidente a I'ceil nu (B). Les différences statistiques entre
les traitements sont établies par un test de Wilcoxon-Mann-Whitney (* : p < 0,05).
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Figure 1.2.2.3 : Volcano plot représentant I’'expression des génes 3 jours aprés traitement a

I’ASM par rapport a un traitement a I'eau dans des feuilles de semis Golden Delicious.
Chaque point correspond a un géne dont certains appartiennent aux fonctions décrites dans la légende (Warneys
et al., 2018).



L'ASM fait figure de SDP de référence pour le pommier, puisque ce composé induit une
résistance significative vis-a-vis des 3 principaux problemes phytosanitaires du pommier : le feu
bactérien (Figure 1.2.2.2 ; Brisset et al., 2000 ; Maxson-Stein et al., 2002 ; Baysal et Zeller,
2004 ; Dugé de Bernonville et al., 2014 ; Aéimovic et al., 2015 ; Marolleau et al., 2017), la
tavelure (Bengtsson et al., 2009 ; Marolleau et al., 2017) et le puceron cendré (Warneys et al.,
2018). L’ASM est connu pour activer des genes de défense du pommier par la voie SA,
notamment ceux codant pour des protéines PR (Brisset et al., 2000 ; Ziadi et al., 2001 ; Maxson-
Stein et al., 2002 ; Dugé de Bernonville et al., 2014 ; Aé¢imovic et al., 2015 ; Marolleau et al.,
2017). Warneys et al., (2018) ont réalisé une analyse transcriptomique afin d’étudier la réponse
pommier a I’ASM (Figure 1.2.2.3). Cette étude a révélé qu’une multitude de genes liés aux
défenses (y compris de nombreux homologues de PRR et des acteurs de la transduction des
défenses de type MAPK) et de croissance sont respectivement induits et réprimés apres
traitement. Parmi les défenses aval induites, diverses protéines PR ont été identifiées mais
I'analyse a révélé également d'autres effecteurs potentiellement impliqués dans la résistance,
comme les agglutinines (MdAGG) qui font I'objet du premier chapitre de ce manuscrit, ainsi que
des enzymes impliquées dans la synthése de terpénes. Cette étude a ensuite démontré que 'un
des composés volatiles organiques (COV) issus de cette derniére voie, le (E,E)-a-farnéséne, a
un effet répulsif contre le puceron, faisant de lui un candidat de la résistance du pommier contre

ce ravageur.

1.2.3 Efficacité des SDP

L'immunité induite par les SDP est de moindre intensité que celle déclenchée par la
relation R/avr traditionnellement utilisée en lutte génétique. Par exemple, sur 32 études
montrant une efficacité de I’ASM en condition de culture, Vallad et Goodman ont recensé 28
études avec une protection extrémement variable de 4 a 80% et 3 avec une protection de plus
de 80% (Vallad et Goodman, 2004). Néanmoins, la résistance innée polygénique stimulée par
les SDP a l'avantage d’étre plus durable et a plus large spectre du fait des multiples acteurs
défensifs déployés. En effet, la capacité évolutive des bioagresseurs a contourner les génes de
résistance monogéniques affecte la durabilité de ce moyen de lutte (Palloix et al., 2009). Romero
et Ritchie (2004) montrent que I'application d’ASM réduit les populations de X. axonopodis pv.
vesicatoria (Xav) capables de contourner les génes R du poivron. Ainsi, les inducteurs de la SAR
sont susceptibles d’améliorer la durabilité des résistances génétiques (Romero et Ritchie, 2004).
De méme, la variété des défenses induites par des SDP devrait limiter I'apparition de résistance

chez les bioagresseurs, a 'inverse des pesticides (Hawkins et al., 2018).

Quelques travaux rapportent l'influence du génotype sur l'efficacité des SDP, suggérant

que certains fonds génétiques sont plus inductibles que d’autres, sans forcément établir un lien
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Malus baccata

Figure 1.3.1 : Aire d’origine des espéces de Malus qui ont participé a I'histoire évolutive de
M. domestica (Cornille et al., 2014).



avec le niveau de résistance (génétique) de la variété (Walters et al., 2005). Tous les cas de
figures sont en effet observés selon les espéces et les bioagresseurs. La résistance induite du
concombre (Cucumis sativus) contre |'oidium est plus efficace pour les variétés présentant déja
une résistance partielle a cet agent pathogéne (Hijwegen et Verhaar, 1995). Il en est de méme
chez le pommier, ou la présence de QTL de résistance partielle a la tavelure améliore |'efficacité
de protection de I'ASM (Benéjam et al., 2021). A linverse, il a été démontré dans d’autres
pathosystémes que ce sont des variétés plus sensibles que d’autres qui ont un meilleur gain de
protection par I’ASM : c’est le cas de l'interaction soja/Sclerotinia sclerotiorum par exemple
(Dann et al., 1998).

Dans la plupart des cas, les SDP montrent une efficacité moindre au champ gu’en
conditions contrdlées. L'environnement auquel sont assujetties les plantes peut étre un facteur
de variabilité. Les facteurs abiotiques peuvent en effet affecter négativement ou positivement
les défenses des plantes (Zarattini et al., 2021), et par déduction les défenses élicitées. Parmi
ces facteurs, on peut citer la nutrition dont le role dans la résistance induite est complexe. Cette
derniére représente d’une part un co(it énergétique non négligeable pour la plante (Bolton, 2009)
et une carence azotée par exemple, peut diminuer |'efficacité de SDP (Dietrich et al., 2004).
Mais d’autre part, le statut azoté (et en particulier la balance NOz/NH4*) d’une plante peut
favoriser ou non le bioagresseur, de méme que le déploiement de défenses (Mur et al., 2017).
L'autre grande source de variabilité de I'efficacité des SDP concernent les facteurs climatiques.
Cependant, peu d'études s'intéressent a leur effet, alors que cette connaissance permettrait
d’améliorer le positionnement des SDP dans les itinéraires de culture (Sandroni et al., 2020). Un
chapitre de cette thése est ainsi consacré a lI'analyse de l'effet d’'un stress de température sur

I'efficacité de I’ASM sur pommier.

1.3 Cas particulier du pathosysteme pommier-E. amylovora

1.3.1 Le pommier

Le pommier (Malus domestica) est une plante pérenne appartenant aux Maloideae, une
sous-famille des Rosacées (Brown, 2012), dont les fruits consommables ont un fort intérét
économique, notamment pour ses 3 principaux producteurs, la Chine, les Etats-Unis et I’'Europe
respectivement 1¢7, 2"d et 3¢ sur le marché mondial. Le pommier est ainsi I'un des arbres les plus
cultivés dans les zones tempérées du globe, et sa culture s’étend désormais dans les zones
tropicales. M. domestica est originaire du Kazakhstan et a été initialement domestiqué a partir
de pommiers sauvages M. sieversii. Sa diffusion a travers I'Europe s’est effectuée par la route
de la Soie, le long de laquelle il subira des hybridations avec différentes espéces de pommier

sauvage, M. baccata, M. orientalis et M. sylvestris (Figure 1.3.1 ; Cornille et al., 2014). Par la
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Figure 1.3.2.1

: Symptomes provoqués par le feu bactérien. Nécroses progressives atteignant un

arbre en verger (A), visible au niveau des fleurs (B) et des jeunes pousses (C), nhotamment en passant par des
blessures (D). Parmi les autres symptomes typiques de la maladie, la production d’exsudat composé de cellules
bactériennes enveloppées dans un mucus polysaccharidique, ici présentée sur fruit (E) ou tige (F).
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Figure 1.3.2.2 Cycle du feu

bactérien. La bactérie passe I'hiver au
niveau de chancres pour ensuite
proliférer au printemps avec le
réchauffement des températures.
L'inoculum se disperse ensuite par la
pluie, le vent ou les insectes et infecte
les jeunes organes via les ouvertures
naturelles ou les blessures. La bactérie
peut aussi se propager de maniére
épiphyte au niveau floral, a laide
d’insectes pollinisateurs. La progression
de la maladie peut rapidement entrainer
la formation d’exsudats pouvant servir
d'inoculum secondaire durant la méme
saison. A terme, les nécroses peuvent
atteindre  I'ensemble des organes
touchés, et dans certains cas, l'arbre
entier (Thompson, 2000).



suite, M. domestica fut sélectionné en faveur de caractéres organoleptiques du fruit (couleur,
fermeté, acidité, etc.), ce qui a considérablement réduit la diversité génétique des variétés de
pommes a couteau ou a cidre destinées a la commercialisation (Migicovsky et al., 2021). Divers
facteurs compliqguent le travail de sélection : le pommier est en effet une espéce pérenne et
ligneuse qui met plusieurs années a fleurir, et il présente une forte auto-incompatibilité et un
degré d'hétérozygotie élevé. La propagation des variétés commercialisées est principalement
réalisée de maniére clonale, a I'aide de plants greffés (Cornille et al., 2014). La majorité de ces
variétés sont généralement assez sensibles aux maladies, comme le feu bactérien ou la tavelure
car elles ont été surtout sélectionnées pour leurs propriétés agronomiques et organoleptiques
(Norelli et al., 2003).

1.3.2 Le feu bactérien

Le feu bactérien est la principale maladie bactérienne des Maloideae, causée par une
bactérie nécrogene Gram négative de la famille des Enterobacteriaceae, Erwinia amylovora.
Cette maladie est caractérisée par |'apparition de nécroses évolutives a partir des jeunes pousses
ou des fleurs, pouvant conduire a la mort de l'organe et a terme, a celle de l'arbre. Les
symptomes typiques de la maladie sont caractérisés par un aspect brilé et desséché des
nécroses, par un recourbement en crosse des pousses atteintes et par l‘apparition de
gouttelettes d’exsudat polysaccharidigue au niveau des tissus infectés correspondant a un
mélange d'exopolysaccharides de surface (EPS) et de bactéries (Figure 1.3.2.1 ; Thomson, 2000
; Norelli et al., 2003). Le feu bactérien est présent dans la majorité des pays producteurs.
L'impact économique de cette maladie est difficilement chiffrable du fait de son caractere
sporadique, mais celui-ci est estimé pour certaines années et pays a plusieurs dizaines de
millions de dollars en additionnant les pertes et les colts de lutte (Bonn et van der Zwet, 2000
; Norelli et al., 2003). Le seul moyen de lutte réellement efficace est |'utilisation d'antibiotiques,
mais seulement a court terme. En effet, |'apparition d’antibiorésistance, notamment a la
streptomycine aux Etats-Unis, conduit a I’essoufflement de cette stratégie (Johnson et Stockwell,
2000 ; McManus et al., 2002). Dans les pays ol les antibiotiques sont interdits comme la France,
la lutte peut se faire a I'aide de composés cuivrés ou des produits de biocontrdle (SDP, bactéries
antagonistes) dont I'efficacité n’est pas optimale (a noter que I’ASM n’est pas homologué sur
pommier). Méme si la réglementation s'est assouplie récemment, E. amylovora faisait encore
partie de la liste des bactéries de quarantaine il y a peu, obligeant un controle strict des foyers

épidémiques par l'arrachage des arbres infectés.

Le feu bactérien est une maladie qui apparait au printemps, par la pénétration de la
bactérie dans les jeunes tissus en pleine croissance ou les fleurs en empruntant les ouvertures
naturelles et/ou les blessures (Figure 1.3.2.2). E. amylovora va coloniser |'apoplaste de la plante

et nécroser les cellules adjacentes. La progression s’effectue de proche en proche, dans les tissus
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Figure 1.3.3.1 : Facteurs de virulence et d’agressivité d’E. amylovora.



parenchymateux accompagnant les vaisseaux conducteurs, au fur et a mesure que la bactérie
se nourrit du contenu cytosolique déversé. Ces premiéres infections peuvent conduire a des
contaminations secondaires, notamment par I'apparition d’exsudats bactériens qui pourront étre
dispersés par les insectes pollinisateurs ou les conditions météorologiques (vent, pluie, etc.). Les
bactéries hivernent ensuite dans les tissus sous-corticaux, et forment des chancres. Au
printemps suivant, |'élévation de la température sort les bactéries de leur dormance et provoque
leur multiplication, se traduisant par des suintements d’exsudats. Ces exsudats constituent la
source de l'inoculum primaire lorsqu'ils se dispersent par les mémes phénomeénes évoqués

précédemment (Thompson, 2000 ; Van der Zwet et al., 2012).

1.3.3 Facteurs de virulence et d’agressivité

Le pouvoir pathogene d’E. amylovora est déterminé par deux acteurs majeurs de
virulence : son T3SS et ses EPS (Figure 1.3.3.1). Néanmoins, bien que |'espéce soit trés
homogene (Zhao et Qi, 2011), certaines souches sont davantage agressives (Cabrefiga et
Montesinos, 2005).

.....

des effecteurs protéiques au sein des cellules végétales par le biais de son T3SS. Les génes
régulant et codant le T3SS et ses effecteurs sont réunis dans un méme cluster appelé hrp-dsp
(Zhao et al., 2009). La régulation des génes de ce cluster est affectée par les conditions de
température, de pH et de nutriments (Wei et al., 1992). Le facteur sigma HrpL en est le
régulateur positif majeur (Wei et al., 1995 ; McNally et al., 2012). C’est également un régulateur
négatif du systéme flagellaire, suggérant que l'entrée de la bactérie dans l'apoplasme
s'accompagne d’une perte de mobilité en faveur d'un systéme d’acquisition en nutriments
(Cesbron et al., 2006). De nombreuses protéines régulatrices modulent I'activation de HrpL,

indiquant que l'induction du cluster hrp est assez complexe (Kharadi et al., 2021).

Le nombre de protéines sécrétées est relativement faible (Nissinen et al., 2007) et
comprend 5 effecteurs (DspA/E, Eopl, Eop3, Eop4 et HopPtoCea), 2 harpines (HrpN et HrpW)
ainsi que 3 autres protéines (Eop2, HrpJ et HrpK). Ces trois derniéres protéines ainsi que HrpW
sont susceptibles d‘aider a la translocation des effecteurs mais peu d'informations sont
disponibles a leur sujet (Yuan et al., 2020). Nous détaillerons ici la fonction putative ou avérée
des 5 effecteurs et de HrpN :

e DspA/E est l'effecteur essentiel dans la pathogénicité (Bogdanove et al., 1998 ;
Gaudriault et al., 1997), puisqu’il permet d’induire la mort cellulaire sur plante héte. Cet
effecteur est aussi impliqué dans la répression des défenses SA-dépendantes telles que
le dépot de callose et les protéines PR chez A. thaliana et le pommier (Boureau et al.,

2006 ; Debroy et al., 2004 ; Degrave et al., 2013). Cette fonction n’est pas étonnante
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puisque DspA/E fait partie d’'une famille d'effecteurs connue pour réprimer la PTI dans de
nombreux pathosystémes (Degrave et al., 2015). DspA/E présente des homologies avec
le facteur d’avirulence AvrE de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) suggérant que
cette protéine posséde des propriétés d’avirulence (Bogdanove et al., 1998). Sa
translocation nécessite une chaperonne DspB/F, pour éviter sa dégradation dans le
cytoplasme bactérien (Gaudriault et al., 2002 ; Triplett et al., 2009 ; Oh et al., 2010).

e Eopl (ou EopB) fait partie de la famille des effecteurs Yopl/Avr (Lewis et al., 2011 ;
Staskawicz et al., 2001) et posséde deux fonctions, une activité protéolytique et
acétyltransférase (Yuan et al., 2020). Le plus proche homologue de Eopl est HopZ3 de
P. syringae (Bastedo et al., 2019), un effecteur participant a la suppression de I'ETI (Lee
et al., 2015b ; Vinatzer et al., 2006). La fonction de Eopl n’est pas encore déterminée,
sachant que sa délétion n’affecte pas la virulence (Asselin et al., 2004).

e Eop3 fait partie de la famille d'effecteurs avec une activité cystéine protéase HopX/AvrPhE
de P. syringae, et des genres Xanthomonas et Ralstonia. La délétion de Eop3 n’affecte
pas la pathogénicité, mais sa surexpression réduit le développement de la maladie,
suggérant un role dans I'élicitation des défenses. Son homologue chez P. syringae, HopX1
(Bocsanczy et al., 2012), clive les protéines JAZ et active les défenses JA-dépendantes
(Gimenez-Ibanez et al., 2014).

e Eop4 (ou AvrRpt2ea) est un facteur d’agressivité trés proche de AvrRpt2 de Pst, qui
présente une activité cystéine protéase (Zhao et al., 2006). AvrRpt2 de Pst est impliqué
dans la répression de la PTI, en jouant notamment sur la signalisation des auxines (Chen
et al., 2007), sur les MAPK (Eschen-Lippold et al., 2016) et sur le clivage de RIN4 (Kim
et al., 2005a). La protéine RIN4 (RPM1-interacting 4) constituerait la cible de virulence
de AvrRpt2pst chez A. thaliana qui serait « gardée » par le récepteur RPS2. L'interaction
RIN4/AvrRpt2prst modifierait I'état de RPS2 déclenchant ainsi des réactions de défense. La
surexpression d’AvrRpt2es dans les feuilles de pommier provoque des nécroses ainsi que
I'accumulation du SA et I'induction de protéines PR et (Schropfer et al., 2018). Son role
dans une relation R/Avr chez le pommier a été mis en évidence chez Malus x robusta 5
(Mr5) et sera décrit dans le paragraphe suivant (Vogt et al., 2013).

e HopPtoCea présente une homologie avec HopPtoCpst. La délétion de HopPtoCea n'affecte
pas la virulence de la bactérie (Zhao et al., 2005). Bien que le réle de son homologue
HopPtoC ne soit pas trés bien défini, ces deux effecteurs font partie d’'une famille de
protéases a cystéine qui interféerent avec I'immunité de I’h6te (YopT ; Yuan et al., 2020).

e HrpN est une harpine essentielle dans la virulence (Bocsanczy et al., 2008), puisqu’elle
est potentiellement impliquée dans la formation de pores membranaires, comme déja
décrite pour son homologue HrpZ1 chez P. syringae pv. phaseolicola (Engelhardt et al.,
2009). HrpN permet la translocation d’effecteurs, notamment DspA/E, dans la cellule
végétale (Bocsanczy et al., 2008 ; Boureau et al., 2011). Une délétion de HrpN réduit la
capacité des mutants a induire une nécrose (Barny, 1995). Cet effecteur contribue

indirectement ou directement a l'induction de la callose (Boureau et al., 2011). Une étude
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Figure 1.3.3.2 : Structures membranaires et polysaccharides de surface d’E. amylovora.



récente indique que HrpN est aussi susceptible de participer au stress oxydant généré

par l'infection en s’associant au chloroplaste (Shahrestani et al., 2020).

Les EPS d’'E. amylovora sont constitués de deux couches : une capsule accolée a sa
membrane, et des EPS qui diffusent dans le milieu (Figure 1.3.3.2 ; Geider et al., 2000). La
guantité d'EPS produite est corrélée avec |'état nutritionnel de la bactérie, qui s’entoure
davantage d’EPS en milieu riche en nutriments (Belleman et al.,1994). Les EPS d’E. amylovora
sont constitués de deux types de polysaccharides :

e L'amylovorane, majoritaire, est constituée d'unités répétées de 3 galactoses, d'une

chaine latérale d’acide glucuronique et d'un autre résidu galactose pyruvylé (Nimtz et al.,
1996). La synthése de I'amylovorane est gouvernée par le cluster ams regroupant 12
genes (Bugert et Geider, 1995).
e Le levane, moins présent, est un homopolymeére de résidus de fructose synthétisés par
la levansucrase (Gross et al., 1992).
Les mutants déficients dans la synthése d’amylovorane ne sont pas pathogénes (Steinberger et
Beer, 1988 ; Bernhard et al., 1993) car incapables de coloniser les tissus a partir du site
d’infection (Bogs et al., 1998). Les mutants ne produisant pas de levane sont, quant a eux,
seulement affectés dans leur agressivité (Geier et Geider, 1993). Ainsi I'amylovorane constitue
un facteur de virulence probablement passif, en protégeant la bactérie de la dessiccation, du
changement de salinité (Geider, 2000 ; Geider, 2009) et des produits toxiques comme le cuivre
(Bereswill et al., 1998 ; Ordax et al., 2010).

E. amylovora posséde d’autres facteurs d’‘agressivité. Une des caractéristiques de la
bactérie est d'induire un burst oxydant dans les interactions hote et non-hote (Venisse et al.,
2001). Comme toutes les bactéries Gram négative, sa membrane externe comporte des LPS qui
lui permettent de mieux tolérer les ROS (Berry et al., 2009). La bactérie posséde également un
systéme d’acquisition du fer qui lui permet de survivre dans les milieux relativement pauvres en
cet élément indispensable, comme l'apoplaste. Ce systéme d’acquisition du fer est composé d’un
sidérophore, la desferrioxamine (DFQ) qui est excrétée dans le milieu et se lie au Fe3* pour
former la ferrioxamine, ré-absorbée par la bactérie par le récepteur FoxR. En plus de son réle
dans l'acquisition du fer, la DFO est aussi impliquée dans la production et la tolérance des ROS
(Dellagi et al., 1998 ; Venisse et al., 2003). Les mutants ne disposant plus de DFO ou de FoxR
sont moins agressifs. F. amylovora dispose également d’un systéme de détoxication des
phytoalexines qui contribue a son agressivité. Il s’agit d'une pompe a efflux AcrAB
transmembranaire, capable d’exporter du cytoplasme des phytoalexines antimicrobiennes du
pommier (Burse et al., 2004). Elle est enfin capable de libérer dans le milieu des protéases via
son systéeme de sécrétion de type I. Parmi celles-ci, Zhang et al. (1999a) ont identifié la

métalloprotéase ptrA dont la délétion réduit la colonisation de I’'h6te par la bactérie.
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1.3.4 Sensibilité et résistance au feu bactérien

1.3.4.1 QTL de résistance a Erwinia amylovora

La plupart des variétés cultivées sont relativement sensibles au feu bactérien. Néanmoins
certaines variétés montrent une résistance modérée (Kostick et al., 2019), voire totale,
caractérisée par une réponse HR (Iakimova et al., 2013). Des études génétiques ont identifié
des QTLs Gaudriault n‘expliquant pour l'instant qu’une faible part de la variation phénotypique
(2 20%) excepté un QTL expliquant de 30 a 50% de la variation (Calenge et al., 2005 ; Khan
et al., 2006).

Certaines espéces sauvages ou ornementales du genre Malus possedent des résistances
génétiques fortes qui font I'objet d’études approfondies pour une intégration éventuelle dans les
programmes de sélection. Ainsi des QTLs majeurs ont été cartographiés dans différents
génotypes (M. robusta 5, Evereste, M. floribonda 821, M. fusca) (Peil et al., 2020). Une
cartographie fine du QTL de résistance de M. robusta 5 a permis de mettre en évidence un géne
R candidat codant pour un récepteur NLR (FB_MR5 ; Fahrentrapp et al., 2013), validé par
introgression dans la variété Gala (Broggini et al., 2014). Une potentielle relation R/avr est
identifié¢e pour FB_MR5 qui reconnaitrait |'effecteur AvrRpt2es, une mutation de ce dernier
entrainant un contournement de la résistance (Broggini et al., 2014 ; Vogt et al., 2013). De
méme, une cartographie ciblée sur le QTL du génotype Evereste a permis d’identifier plusieurs
récepteurs NLR (Parravicini et al., 2011). La mutation de Eop1 rétablit la pathogénicité d'une
souche avirulente chez Evereste, suggérant de nouveau une relation R/avr (Wohner et al.,
2018).

1.3.4.2 Les défenses du pommier face a E. amylovora

De nombreux travaux ont porté sur l'identification des mécanismes de défenses du
pommier capables de contrbler E. amylovora, mais restent a ce jour peu connus et présentent
plusieurs éléments contradictoires. La plupart des études ont comparé la réponse de génotypes
sensibles a celle de génotypes résistants a l'infection. Au niveau de la signalisation hormonale,
le génotype sensible MM106 et le résistant Evereste accumulent tous deux du SA dans les feuilles
quelques heures aprés linfection, mais seul le génotype résistant accumule du JA. Ce
phénomeéne a été observé via la répression des génes de la voie JA (PLD1, LOX13, COI1, JAR1
et JMT) observée chez le génotype sensible, et de maniére T3SS-dépendante (Dugé de
Bernonville et al., 2012). Venisse et al. (2002) ont montré une induction similaire de certains
genes PR (PR-2, 3 et 5) dans ces mémes deux génotypes au cours de l'infection. L'induction de

genes PR (PR-2, 3 et 8) a également été observée dans la variété sensible Gala (Bonasera et
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al., 2006). Ainsi d'aprés ces données, la voie SA ne semble pas contribuer a la résistance bien
gu’elle soit activée apres infection. Ceci est en apparente contradiction avec la capacité de I'’ASM
a protéger le pommier contre le feu bactérien, étant un analogue fonctionnel du SA induisant la
SAR (voir §1.2.2). Par ailleurs, d'autres études sont contradictoires avec l'induction similaire des
genes PR entre résistants et sensibles, notamment la comparaison entre Idared (sensible) et
Free Redstar (résistant) qui rapporte une induction du géne PR-2 uniquement chez ce dernier,
aprés infection (Markiewicz et Michalczuk, 2015). Récemment, une analyse réalisée sur le
génotype M. robusta 5 inoculé par une souche sauvage ou par le mutant avirulent AvrRpt2ea a
permis de comparer le transcriptome d’'un méme génotype dans une situation de sensibilité et
de résistance (Schropfer et al., 2021). Cette étude identifie notamment une série de génes
associés a la réponse au stress chaleur (génes hsp, « heat shock protein ») surexprimés en
situation de sensibilité, et a I'inverse une série de génes du métabolisme secondaire (DFR, TPS,

CYP450) surexprimés en situation de résistance.

Des analyses ciblées ont déja mis en évidence un rble potentiel du métabolisme
secondaire dans la résistance du pommier a E. amylovora. Chez le pommier, les
phénylpropanoides et les terpénoides représentent les composés secondaires majoritaires.
Plusieurs travaux ont montré une répression des génes de la voie des phénylpropanoides (CHS,
DFR, FLS, etc.) dans un génotype sensible apres infection (Venisse et al., 2002 ; Pontais et al.,
2008). Le pommier contient naturellement une quantité trés élevée de dihydrochalcones (DHC,
flavonoides) dans ses feuilles, pouvant constituer de 10 a 20 % de la matiére séche. Ces
composés possedent des propriétés antioxydantes susceptibles de protéger la plante du stress
oxydant induit par E. amylovora, des propriétés antimicrobiennes a large spectre et des
propriétés de chélation du fer, essentiel a la bactérie (Gaucher et al., 2013a). Cependant, le
stock constitutif de DHC est similaire entre génotypes sensibles et résistants (Dugé de
Bernonville et al., 2011), mais la capacité du pommier a transformer enzymatiquement ces
composés aprés infection difféere selon sa sensibilité (Gaucher et al., 2013b). Cette
transformation différentielle aboutit a la production massive de produits d’oxydation pour le
génotype résistant, a trés forte activité bactéricide, contrairement au génotype sensible.
D’autres phytoalexines de la voie des phénylpropanoides (biphényles et dibenzofuranes) ont été
identifiées au niveau de la tige du pommier aprés infection, dans la zone de transition tissus
nécrosés/tissus sains (Chizzali et al., 2012). La présence de ces composés est corrélée avec
I'induction d’une biphényl synthase (MdBIS3) qui s’exprime essentiellement dans la tige (Chizzali
et al., 2011).

Les effecteurs de défense découverts ne sont pas exclusivement des métabolites, mais
peuvent étre de nature protéique. Romeiro et al. (1981b) ont isolé une fraction protéique
contenant une lectine capable d’agglutiner E. amylovora de maniére EPS-dépendante. Ce facteur
agglutinant, appelé « maline » et issu de graines et de feuilles de la variété Malus sylvestris X

ranetka et Red Delicious respectivement, est capable d’agglutiner les souches dépourvues d’EPS.
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Les propriétés agglutinantes de cette protéine semblent s’amoindrir avec un ajout croissant
d’EPS purifié. Ces résultats suggerent que la bactérie se protége de l'agglutination par la
production d’EPS. Par ailleurs, la maline se lierait spécifiguement a la région core des LPS,
expliquant l’agglutination observée chez les bactéries non capsulées. Malheureusement a
I’époque, la maline n’a pas été clairement identifiée au sein de la fraction protéique isolée
(Romeiro et al., 1981a, b). Le chapitre suivant va s’intéresser au lien possible entre ce facteur
agglutinant et les agglutinines (MdAGGs) identifiées aprés traitement de pommier a I'ASM

(Warneys et al., 2018) et évoquées plus haut.
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Figure 2.1.1 : Structure de la ricine (Rutenber et al., 1991 ; A) et de la ConA (Hardman et
al., 1972 ; B) respectivement a une résolution 2,5 et 2,4 A. Les sites de reconnaissance des
carbohydrates sont indiqués avec des fleches grises et le site actif du domaine RIP de la ricine avec une fléche
rouge. (A) Le domaine RIP est coloré en bleu foncé et le domaine lectine en bleu clair. (B) Chaque domaine lectine
est coloré en bleu foncé. Les images sont issues de PBD ID: 2AAI pour la ricine et ID: 3CNA pour la ConA (Herman
et al., 2000), et NGL Viewer (Rose et al., 2018).



2 Caractérisation d’'un nouveau facteur de

résistance induit par I’ASM, les MdAGGs

2.1 Généralités sur les lectines végétales

2.1.1 Historique et définition des lectines

Les lectines regroupent une large famille de protéines présentes dans diverses especes
(virus, champignons, bactéries, algues, plantes, animaux ; Perez et al., 2015) et caractérisées
par leur propriété de fixation aux carbohydrates (ou saccharides) de maniére réversible, avec
au moins un domaine non-catalytique (Peumans et Van Damme, 1995). La premiére lectine
découverte, la ricine, fut identifiée par Stillmark en 1888 a partir de graines de ricin commun
(Ricinus communis). Ce dernier met en évidence la propriété d'hémagglutination de la ricine
(Stillmark, 1888), qu'il attribua a tort a sa nocivité. En réalité, c’est un domaine enzymatique
inactivant les ribosomes (RIP pour « Ribosome-Inactivating Protein ») qui lui confére sa toxicité
pour les cellules eukaryotes en altérant la synthése protéique. Le domaine RIP est associé par
un pont disulfure a un domaine lectine qui posséde deux sites de fixation au galactose lui
permettant de se fixer sur les membranes cellulaires et ainsi d’agglutiner par exemple des
hématies (Figure 2.1.1A ; Polito et al., 2019).

D’autres lectines, toxiques ou non, furent ensuite découvertes chez d’autres espéces
telles que les légumineuses, notamment en mettant en évidence leur propriété
d’hémagglutination (Tsaneva et Van Damme, 2020), critéere communément utilisé pour identifier
des lectines. L'une des lectines les plus étudiées et utilisées, la Concanavaline A (ConA ; Cavada
et al., 2019), a été purifiée la premiére fois en 1919 a partir de graines de pois sabre blanc
(Canavalia ensiformis ; Sumner, 1919). La ConA fut la premiére lectine dont la séquence a été
déterminée et dont la structure tridimensionnelle a été résolue, révélant un homotétramére avec
un site de fixation au mannose et au glucose a chacune de ses sous-unités (Figure 2.1.1B ;
Edelman et al., 1972 ; Hardman et Ainsworth, 1972). Cependant, la spécificité de fixation des
lectines a certains carbohydrates fut démontrée a partir de 1952, en inhibant I’'hnémagglutination

par l'adjonction de différents saccharides (Watkins et Morgan, 1952).
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A B C D
Figure 2.1.2.1 : Schéma des structures des mérolectines (A), des hololectines (B), des

chimérolectines (C) et des superlectines (D). Les triangles verts et le rond bleu représentent
respectivement des carbohydrates différents interagissant avec les sites de fixation des lectines. Les changements
de conformation des triangles rouges représentent une activité catalytique (Peumans et Van Damme, 1995).



Le terme agglutinine, introduit 10 ans aprés la découverte de la ricine (Elfstrand, 1898),
désigne les lectines capables d’agglutination cellulaire. Ainsi, on peut considérer que les
agglutinines sont des lectines ou des multiméres de lectines possédant au moins deux sites de
fixation aux carbohydrates présents a la surface des cellules eucaryotes ou procaryotes. Elles
excluent donc les lectines monomériques ne possédant qu’un seul site de fixation (Van Damme
et al., 1998).

Au cours de l'histoire, I'étude des lectines a apporté des avancées majeures dans le
domaine médical telles que la découverte d'une mémoire immunitaire spécifique a un antigene
ou de leur utilité pour identifier les groupes sanguins. A I'heure actuelle, elles fournissent une
large applicabilité, que ce soit sous forme de médicaments (anticancéreux, anti-infectieux, etc.)
ou comme outils en glycobiologie (chromatographie d’affinité, lectinohistochimie, etc. ; Tsaneva
et Van Damme, 2020).

2.1.2 Classification des lectines végétales

Les lectines regroupent une large famille de protéines avec une forte diversité et réparties
dans différents régnes du vivant. Certaines lectines spécifiques d’'un méme saccharide ou avec
la méme fonction au sein d‘un organisme peuvent étre structurellement différentes, ce qui
complexifie leur classification. Néanmoins, chez les végétaux, elles peuvent étre regroupées
selon (i) le nombre et la spécificité de leur site de fixation, (ii) leur séquence nucléotidique et
leur structure tertiaire et (iii) leur localisation et leur caractére inductible en réponse a certains

stress (Tsaneva et Van Damme, 2020).

2.1.2.1 Classification selon le nombre de sites de fixation et leur spécificité

Les lectines peuvent étre subdivisées en 4 catégories selon le nombre et la spécificité des
sites de fixation aux carbohydrates : les mérolectines, les hololectines, les chimérolectines et les
superlectines (Figure 2.1.2.1). Les mérolectines sont constituées d’un seul site de fixation et
sont donc théoriquement incapables d’agglutiner les cellules. Néanmoins, cette absence de
propriété agglutinante a parfois été contestée : c’est le cas de I'hévéine (allergéne majeur du
latex de I'arbre a caoutchouc) pour laquelle une capacité d’hémagglutination a été démontrée
(Rodriguez-Romero et al., 1991). Les hololectines disposent d’au moins deux sites de fixation,
tous capables de se lier au méme type de saccharides. C'est I'une des catégories les plus
représentées et étudiées du fait de leur propriété agglutinante (Van Damme et al., 1998). On y
trouve la plupart des lectines présentes chez les légumineuses telle que la ConA (Loris et al.,
1998). Les chimérolectines correspondent a des structures chimériques avec au moins un
domaine lectine et un ou plusieurs autres domaines protéiques (Van Damme et al., 1998). Ony

classe la ricine ainsi que certaines protéines PR appartenant a la famille des chitinases. Ces
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Tableau 2.1.2.2: Ligands, localisation et structure des 12 familles de lectines classées selon

leur séquence et leur structure tridimensionnelle. Glc, Glucose ; GlcNac, N-acétylglucosamine ; Gal,
Galactose ; GalNac, N-acétylgalactosamine ; Man, Mannose ; ND, non-déterminé (Tsaneva et Van Damme, 2020).

Famille du
domaine lectine

Ligands saccharidiques

Localisation
cellulaire

Structure
tridimensionnelle
du domaine lectine

ABAg

Amaranthines
CRA

Cyanovorines

EUL

GNA

Hévéines

Jacalines
Lectines des
légumineuses

LysM

Nictaba

Ricines-B

GIcNAc / GalNAc / Gal,
antigéne-T

GalNAc / antigéne T
N-glycanes riches en Man

Man / N-glycanes riches en
Man

Galactosides / N-glycanes
riches en Man

Man / mannane-
oligosaccharides / N-
glycanes riches en Man

Chitines / (GIcNACc)n / acide
sialique

Man / N-glycanes complexes
ou non riches en Man ou Gal

Man / Glc / Gal / GalNac /
(GlcNac)n / fucose / acide
sialique / N-glycanes
complexes et riches en Man
Chitine / (GlcNac)n /
peptidoglycane

(GlcNac)n / N-glycanes
complexes et riches en Man

Gal / GalNac / Gal ou
GalNac salylé

Noyau / cytoplasme

Noyau / cytoplasme

Vacuole / liées a la
membrane

Noyau

Noyau / cytoplasme

Vacuole / noyau /
cytoplasme

Vacuole

Vacuole / noyau /
cytoplasme

Vacuole / noyau /

cytoplasme / liées a la

membrane

Vacuole / noyau /

cytoplasme / liées a la

membrane

Noyau / cytoplasme

Vacuole / noyau /
cytoplasme

Sandwich B

Tréfle B
Tonneau TIM

Feuillet B triple brin
et ruban B

ND (le modéle
suggeére un
repliement similaire
au trefle B des
ricines-B)

Prisme

Motif structural
commun de 30-43
résidus, riche en
glycine et cystéine a
des positions
conservés, organisé
autour d'un noyau a
quatre disulfures

Prisme

Sandwich B

Structure B-a-a-B

ND (le modele
suggére une
structure sandwich B
composée de 2
feuillets B)

Tréfle B




derniéres possédent en effet un domaine lectine reconnaissant la chitine et un domaine
hydrolase (Raikhel et al., 1993). Les superlectines sont constituées de plusieurs domaines

lectines se fixant pour chacun a des types de carbohydrates distincts (Van Damme et al., 1998).

2.1.2.2 Classification selon leur séquence nucléotidique et leur structure tertiaire

A I'heure actuelle, les données de séquencage permettent d'identifier 12 familles de
lectines différentiables de par leur séquence et leur structure tridimensionnelle (Tableau
2.1.2.2). Chaque famille porte le nom de sa lectine la plus étudiée : les agglutinines analogues
a celle identifiée chez Agaricus bisporus (ABAg pour « Agaricus bisporus agglutinin »), les
amaranthines, les agglutinines analogues aux chitinases de classe V (CRA pour « Class V
chitinase-related agglutinin »), les cyanovirines, les lectines analogues a celle identifiée chez
Euonymus europaeus (EUL pour « Euonymus europaeus lectin »), les agglutinines analogues a
celle identifiée chez Galanthus nivalis (GNA pour « Galanthus nivalis agglutinin »), les hévéines,
les analogues a la jacaline (jacalines), les lectines des légumineuses, les lectines a motifs lysines
(LysM pour « lysine motif »), les agglutinines analogues a celle identifiée chez Nicotiana tabacum
(Nictaba) et les ricines-B (Van Damme et al.,, 2008). Cependant, la conformation
tridimensionnelle du domaine lectine n’a été résolue que pour 10 familles seulement. Les deux
familles restantes, EUL et Nictaba, regroupent des lectines similaires au niveau de leur séquence
et de leur modéle structural obtenu in silico. De maniere surprenante, le repliement du site de
fixation aux carbohydrates n’est pas lié a leur spécificité (Tsaneva et Van Damme, 2020). La
plupart de ces familles sont représentées dans plusieurs régnes du vivant mais certaines, telles
gue les EUL et les amaranthines, sont exclusives aux plantes puisque d’un point de vue évolutif,
leur apparition semble corrélée a celle des stomates ou des plantes vasculaires (Van Holle et
Van Damme, 2019).

2.1.2.3 Classification selon leur localisation et leur inductibilité

Les premieres lectines furent découvertes en abondance dans les graines et autres
organes de stockage (bulbes, rhizomes, etc.), facilitant leur détection et leur purification. Ces
lectines sont dites « classiques » a I'opposé des lectines dites « inductibles », découvertes plus
tardivement de par leur nature a étre exprimées seulement en réponse a un stress dans les
organes végétatifs (tiges, feuilles et racines) ou les fleurs. En effet, les lectines « inductibles »
sont rares et difficilement détectables dans les conditions normales de croissance. Outre leur
localisation tissulaire, ces deux classes de lectines se différencient aussi au niveau de leur
biosynthése et de leur localisation intracellulaire. En général, les lectines « classiques » sont
synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique avec un peptide signal qui les adressera

vers les vacuoles, la paroi ou I'apoplasme, alors que les lectines « inductibles » sont produites
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et localisées dans le cytoplasme ou transférées au noyau (Van Damme et al., 2008 ; Tsaneva et
Van Damme, 2020).

2.1.3 Fonction des lectines chez les plantes

Les lectines semblent impliquées dans divers processus de développement ou de réponse
aux stress mais leur rble n'est pas clairement démontré pour la plupart. Certaines lectines
auraient plusieurs roles, qui peuvent changer selon leur localisation, le stade physiologique ou
I'intervention de facteurs ex planta. (Ridiger, 1998 ; Ridiger et Gabius, 2001). Les fonctions les
plus décrites dans la littérature sont leur implication (i) dans le stockage protéique, (ii) en tant

gue senseur cellulaire, (iii) dans la symbiose racinaire et (iv) dans les défenses.

2.1.3.1 Role lié au stockage protéique

Chez les végétaux, la plupart des lectines ne semblent pas disposer de sites de fixation
spécifiques a des carbohydrates endogénes. De plus, une majorité des lectines exprimées
constitutivement sont stockées dans la vacuole, ce qui ne les prédisposent pas a une interaction
avec les saccharides présents dans les autres compartiments cellulaires (Van Damme et al.,
2004). Néanmoins, leur abondance dans les graines et leur dégradation au moment de la
germination suggérent un rdle passif de stockage de protéines (Rudiger, 1998 ; Ridiger et
Gabius, 2001), méme si leur dégradation est moins rapide que celle d'autres protéines de
stockage (Gifford et al., 1983 ; Moreira et Gavada, 1984 ; Boisseau et al., 1985). D‘ailleurs,
I'une des protéines de stockage majoritaire des graines des légumineuses, la viciline, posséde
toutes les caractéristiques d’une lectine (Ribeiro et al., 2014). De plus, pendant la maturation
des graines de pois, la viciline et d’autres lectines sont accumulées avec d'autres protéines de
stockage selon un ordre chronologique bien déterminé (Wenzel et al., 1993). Les lectines et des
fractions de protéines de stockage se situant dans le méme compartiment cellulaire peuvent
interagir entre elles (Einhoff et Ridiger, 1986 ; Freier et Ridiger, 1987 ; Wenzel et Ridiger,
1995), ce qui conduit certains auteurs a émettre I’'hnypothése que les lectines sont impliquées
dans le dépot ordonné des protéines de stockage (Einhoff et al., 1986 ; Yang et Tang, 1993 ;
Spilatro et al., 1996).

2.1.3.2 Role de senseur cellulaire

Les récepteurs lectines de type kinase (LecRLKs pour « lectin receptor-like kinases »)
représentent une classe particuliere de lectines largement répandue chez les plantes. Ils
regroupent des senseurs cellulaires liés au développement et aux réponses aux contextes

biotique et abiotique. Les LecRLKs sont composés d’un domaine kinase intracellulaire, d’un
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Figure 2.1.3.2 : Schéma des structures des 3 différentes catégories de LecRLKs: type L, G

et C. Ce classement est basé sur leur domaine extracellulaire associé a un domaine transmembranaire (TM), lui-
méme associé a un domaine kinase (K) intracellulaire. Les types L disposent d’'un domaine homologue aux lectines
des légumineuses, en vert. Les types G disposent d’'un domaine bulbe lectine s’associant a I'a-mannose, en rouge,
d’'un domaine glycoprotéique du locus S (SLG pour « S-locus glycoprotein domain »), d’un domaine
plasminogéne/pommier/nématode (PAN pour « plasminogen/apple/nematode ») et/ou d’un domaine de facteur de
croissance épidermique (EGF pour « Epidermal Growth Factor »). Les types C disposent d’un domaine lectine
calcium-dépendant, en bleu (Sun et al., 2020).



domaine transmembranaire et d'un domaine lectine extracellulaire. Selon leur domaine
extracellulaire, les LecRLKs sont subdivisés en trois typologies : L, G et C (Figure 2.1.3.2). Leur
role dans les défenses est le plus décrit dans la littérature (Vaid et al., 2013 ; Sun et al., 2020b).
Le domaine lectine de certains LecRLKs est capable de se fixer aux carbohydrates situés a la
surface des bactéries et champignons pathogénes, reconnus alors comme des PAMPs pour
déclencher la PTI (Singh et al., 2013 ; Huang et al., 2014 ; Wang et al., 2016c ; Wang et al.,
2017 ; Yekondi et al., 2017) et la SAR (Luo et al., 2017 ; Wang et al., 2019a). L'implication des
LecRLKs dans les défenses semble aussi s’étendre a I'ETI et la HR (Kanzaki et al., 2008) et
certains récepteurs seraient des cibles potentielles d’effecteurs de type III pour contourner la
résistance (ETS ; Bouwmeester et al., 2011). Des LecRLKs sont aussi impliqués dans |'élicitation
des défenses spécifiques contre certains insectes, par la perception de leurs oeufs lors de
I'oviposition (Gouhier-Darimont et al., 2019) ou des sécrétions orales d'un phytophage
s’alimentant sur la plante (Gilardoni et al., 2011). Les LecRLKSs participent aussi a |'établissement
des interactions symbiotiques entre les racines et les microorganismes non pathogénes (Vaid et
al., 2013 ; Sun et al., 2020b) comme les champignons mycorhiziens (Labbé et al., 2019) ou
certaines bactéries du genre Rhizobium (Limpens et al., 2003 ; Navarro-Gochicoa et al., 2003 ;
Radutoiu et al., 2003). Outre leur implication dans les relations biotiques, les LecRLKs jouent
aussi un role de senseur de stress abiotiques, notamment la salinité (Vaid et al., 2013 ; Sun et
al., 2020b). Les LecRLKs sont impliquées dans la tolérance aux stress salins en déclenchant des
mécanismes de régulation de I'homéostasie cellulaire (extrusion/séquestration des ions Na*) et
des ROS (Li et al., 2014 ; Vaid et al., 2015 ; Sun et al., 2018 ; Passricha et al., 2019a, b). Elles
auraient également un réle dans le développement, notamment dans les processus de
germination (Xin et al., 2008 ; Cheng et al., 2013b), d'organisation de |'architecture (Sun et al.,
2018), de composition des grains (Zha et al., 2009), de sénescence (Chen et al., 2013) et de
fertilité du pollen (Peng et al., 2020).

2.1.3.3 Role dans les symbioses racinaires

La majorité des plantes sont en symbiose racinaire avec des champignons mycorhiziens,
qui leur assurent une meilleure absorption en eau et nutriments en échange de sucres issus de
la photosynthése (Bonfante et Genre, 2010). Les champignons mycorhiziens peuvent stimuler
Iinduction de lectines pour favoriser l'interaction (Frenzel et al., 2005 ; Frenzel et al., 2006).
L'établissement des relations symbiotiques nécessite une reconnaissance spécifique entre les
deux partenaires. Chez le peuplier (Populus sp.), l'interaction avec le champignon Laccaria
bicolor s'établit préférentiellement avec P. trichocarpa plutét qu’avec P. deltoides grace a un
récepteur LecRLK de type G présent chez P. trichocarpa (Labbé et al., 2019). Chez les
légumineuses, les nodulations symbiotiques avec les bactéries du genre Rhizobium permettent
un enrichissement de la plante en azote par la transformation de 'azote atmosphérique en

ammoniac, en échange de produits de la photosynthése (Oldroyd et Downie, 2008). La formation
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des nodosités est déclenchée par l'interaction de lipochitooligosaccharides bactériens (appelés
facteurs Nod) avec des récepteurs LecRLKs contenant un domaine lectine LysM (Limpens et al.,
2003 ; Radutoiu et al., 2003 ; Oldroyd et Downie, 2008). De plus, des interactions indépendantes
des facteurs Nod semblent jouer un réle dans la mise en place de certaines nodulations, et ce
par linteraction entre les lectines et les EPS bactériens (van Rhijn et al., 1998 ; Karr et al.,
2000).

2.1.3.4 Role dans les défenses

Outre le role des LecRLKs dans la reconnaissance des bioagresseurs et le déclenchement
des défenses (décrit dans la partie 2.1.3.2), les lectines peuvent avoir directement un réle de

protéines de défense (Peumans et Van Damme, 1995).

Les chimérolectines couplées a un domaine RIP, comme la ricine, sont susceptibles d’étre
Bolognesitoxiques pour tous les eukaryotes, a partir du moment ou elles entrent en contact avec
les ribosomes cytoplasmiques (Peumans et Van Damme, 1995 ; Bolognesi et al., 2016 ; Walsh
et al., 2013). D’autres chimérolectines disposent d’'un domaine aérolysine, notamment au sein
de la famille des amaranthines (Dang et al., 2017). Le domaine aérolysine a par ailleurs été
caractérisé comme ayant la capacité de former des pores dans les membranes cellulaires et

d’induire la mort cellulaire d’organismes procaryotes ou eucaryotes. (Podobnik et al., 2017).

L'accumulation de lectines dans certains tissus, comme les graines ou |'écorce, semble
témoigner d’'un mécanisme de défense contre les animaux herbivores (Peumans et Van Damme,
1995). Lorsqu’elles sont ingérées, ces lectines peuvent se retrouver au contact des
glycoprotéines des cellules épithéliales du tube digestif et les endommager. Les intoxications
aigués provoquées par les lectines entrainent des troubles digestifs, comme des nausées,
vomissements et diarrhées, pouvant entrainer a long terme des inflammations intestinales
(Miyake et al., 2007 ; Lucius, 2020). La présence des lectines apporterait donc un réle protecteur
vis-a-vis des animaux herbivores, qui privilégient probablement la consommation de plantes

dénuées de lectines afin d'éviter leurs effets toxiques (Peumans et Van Damme, 1995).

De la méme maniére, les lectines ingérées par les insectes pourraient avoir des effets
délétéres en se fixant aux glycoprotéines de leur tractus digestif, au niveau des cellules
épithéliales ou des enzymes digestives (Peumans et Van Damme, 1995). Les GNA présentes
dans le phloéme de Galanthus nivalis peuvent impacter les insectes piqueurs-suceurs (Van
Damme, 2008). De nombreux travaux vont en ce sens, puisque l'ajout de GNA au régime
alimentaire perturbe la reproduction et le développement d’hémiptéres piqueur-suceurs (Powell
et al., 1993 ; Rahbé et al., 1995 ; Powell et al., 1995a ; Sauvion et al., 1996 ; Powell et al.,1998
; Bandyopadhyay et al., 2001 ; Majumder et al., 2003) et de larves phytophages (Sétamou et
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al., 2003 ; Shukla et al., 2005). L'utilisation de plantes transgéniques a permis de valider le réle
des GNA dans la résistance vis-a-vis des piqueur-suceurs (Hilder et al., 1995 ; Down et al., 1996
; Rao et al., 1998 ; Stoger et al., 1999 ; Nagadhara et al., 2004 ; Dutta et al., 2005a, b ; Saha
et al., 2006) et des phytophages (Gatehouse et al., 1997). D'autres familles de lectines se
révelent néfastes contre les insectes, telles que les amaranthines (Guo et al., 2004 ; Wu et al.,
2006), les jacalines (Chang et al., 1999), les ricines-B (Zhou et al., 2000 ; Wei et al., 2004 ;
Noghabi et al., 2006) et les lectines des légumineuses (Boulter et al., 1990 ; Zhu et al., 1996 ;
Gatehouse et al., 1999 ; Okeola et Machuka, 2001 ; Macedo et al., 2003 ; Melander et al., 2001
; Macedo et al., 2007). La chitine présente dans les membranes péritrophiques des insectes peut
étre ciblée par des lectines spécifiques de cette molécule. Certaines lectines, comme |'agglutinine
de germe de blé (WGA pour « wheat germ agglutinin »), altérent la croissance et le
développement larvaire d’insectes ravageurs lorsqu’elles sont intégrées a des régimes
alimentaires artificiels (Czapla et Lang 1990 ; Murdock et al., 1990 ; Huesing et al., 1991 ;
Eisemann et al., 1994 ; Powell et al., 1995b). De surcroit, I'introgression du géne codant la WGA
dans des plantes transgéniques engendre une résistance vis-a-vis des pucerons (Kanrar et al.,
2002).

Les lectines peuvent enfin étre impliquées dans les défenses contre des microbes
phytopathogénes. Elles sont par exemple capables d’inhiber la propagation d’une infection virale.
Méme si les mécanismes antiviraux ne sont pas élucidés, les lectines pourraient interagir avec
les glycoprotéines présentes au niveau de la capside des particules virales (Peumans et Van
Damme, 1995). Leur activité antivirale a d’abord été mise en évidence in vitro sur des virus
s'attaquant aux cellules animales (Balzarini et al., 1992), puis sur des phytovirus. C’est le cas
d’une jacaline impliquée dans la résistance de certains écotypes d’A. thaliana a certains
potexvirus (Yamaji et al., 2012). De plus, certaines lectines, incluant la ConA, limitent la

transmission de virus par les pucerons vecteurs (Francis et al., 2020).

La paroi fongique, constituée essentiellement de chitine, un polymére de N-acétyl-
glucosamine (Latgé, 2007), peut étre la cible de certaines lectines (Peumans et Van Damme,
1995). De part cette spécificité, les lectines peuvent interférer avec la croissance fongique in
vitro en se liant a la chitine (Broekaert et al., 1989 ; Van Parijs et al., 1991 ; Van Parijs et al.,
1992 ; Koo et al., 1998 ; Xu et al., 1998 ; Damico et al., 2003) ou bien aux mannanes/mannoses
également présents dans les parois fongiques (Maria das Gragas et al., 2002 ; Miyakawa et al.,
2014). Ces propriétés antifongiques ont été observées chez plusieurs familles, telles que les
amaranthines (Broekaert et al., 1992), les jacalines (Weidenbach et al., 2016), les hévéines
(Van Parijs et al., 1991) comme la WGA (Ciopraga et al., 1999), et celles présentant un domaine
chitinase (Guan et al., 2008 ; Chye et al., 2004).

La surface des cellules bactériennes comporte de nombreux composés glycosylés reconnus

par les lectines végétales (Pistole, 1981) et ce, a plusieurs niveaux : membrane externe des
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Figure 2.2.1 : Matrice de similarité entre les séquences promotrices (A ; 500 pb en amont
du codon start), codantes (B) et des protéines des génes MdAGGs (Warneys et al., 2018).



bactéries Gram-négatives, comportant des LPS (Warren et Kowalski, 1977 ; Kato et al., 1979 ;
Frasch et al., 1980 ; Duvick et Sequeira, 1984), paroi des bactéries Gram-positives constituée
de peptidoglycanes (Ayouba et al., 1992 ; Ayouba et al., 1994 ; Bourne et al., 1994 ; Biari et
al., 2019) ou capsules composées d’EPS liés a la surface bactérienne (Kamberger, 1979 ; Laus
et al., 2006). Bien que |'activité antibactérienne des lectines végétales soit souvent décrite pour
des bactéries pathogenes des animaux (Breitenbach Barroso Coelho et al., 2018), peu de travaux
montrent leur effet sur des bactéries phytopathogénes (Dias et al., 2015). De maniére indirecte,
les lectines végétales semblent impliquées dans les défenses par leur capacité a immobiliser
certaines souches bactériennes phytopathogénes par agglutination (Ratanapo et al., 2001 ;
Guan et al., 2008). Ces phénomenes d’agglutination ont notamment été décrits dans des
situations de résistance ou seules les souches au pouvoir pathogéne atténué par un défaut de
biosynthése d’EPS sont agglutinées (Sequeira et Graham, 1977 ; Bradshaw-Rouse et al., 1981
; Ma et al., 2010 et 2013). Dans le cadre des réactions de défense, cette agglutination pourrait
inhiber la croissance bactérienne, bloquer les échanges nutritifs avec le milieu extérieur ou

favoriser le déploiement d’autres composés de défense nocifs pour la bactérie.

2.2 Découverte de lectines induites par I’ASM chez

le pommier

2.2.1 Les MdAGGS, une nouvelle famille de protéines

induites par I’'ASM

Comme évoqué précédemment (voir §1.2.2), Warneys et al. (2018) ont réalisé une étude
globale du transcriptome sur des semis de pommier 3 jours aprés traitement a I'ASM (en
comparaison d'un témoin eau). Cette analyse microarray a permis de mettre en évidence une
famille de protéines remarquablement induite par I’ASM, les MdAGGs. Une analyse in silico de
cette famille a révélé que ces protéines sont des lectines appartenant a la famille des
amaranthines. Ces lectines induites par I’"ASM possedent un seul domaine agglutinine (domaine
Pfam PF07468) initialement décrit a partir d’une lectine extraite de graines d’Amaranthus
caudatus (Transue et al., 1997). Une recherche de ce domaine dans le génome de I'haploide
doublé GDDH13 de la variété Golden Delicious (Daccord et al., 2017) a permis d'identifier 18
genes MdAGGs (dont un pseudogéne, MdAGG?7), pour la plupart regroupés en cluster sur le
chromosome 10 (MdAGG1 a MdAGG15), et codant des protéines de 19 a 20,6 kDa ne possédant
gu’un seul domaine agglutinine putatif. Les séquences promotrices, codantes et protéiques des
MdAGGs présentent une forte homologie, notamment pour celles regroupées en cluster (Figure

2.2.1). Cette méthode a révélé 9 autres genes codant des protéines a deux domaines
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Figure 2.2.2 : Structure de I'homodimeére de I'amaranthine d’Amaranthus caudatus (A) et

de celle prédite de MAAGG10 (B). Chaque monomére est coloré respectivement en rouge et en bleu. Les
sites de I'amaranthine fixant I'antigéne T sont désignés par des fléches pleines et ceux de la MdAAGG10 prédis pour
fixer le galactose N-acétylgalactosamine par des fléches en pointillées. Le modéle de MdAGG10 dispose d'une
cavité suscpetible de fixer le galactose N-acétylgalactosamine, entouré en pointillés verts, a l'aide de liaisons
hydrogénes au niveau de 3 acides aminés: l'arginine (ARG) 22 et les résidus glutamine (GLN) 24 et 36 (C ;
Warneys et al., 2018).



agglutinines (nommeées di-agglutinines - MdDIAGG), de poids moléculaire compris entre 34,5 et
59,7 kDa. L'analyse des séquences MdDIAGGs a montré que 3 d’entre elles possédent un
domaine aérolysine a leur extrémité C-terminale. Seulement, 'expression des MdDiAGGs n’est
pas inductible par I’ASM, ce qui suggére qu’elles n‘ont pas un role direct dans la résistance induite

par I’ASM vis-a-vis des bioagresseurs du pommier (Warneys et al., 2018).

2.2.2 Modélisation de la structure tridimensionnelle de la

MdAGG10

La structure tridimensionnelle de I'amaranthine de A. caudatus a été résolue dans une
étude antérieure (PBD : 1jIx ; Figure 2.2.2A). Il s’agit d'une di-agglutinine avec deux domaines
Pfam PF07468, capable de s’associer en homodimeére. Sa cristallisation avec le disaccharide
benzylique de l'antigene T (Gal-B1,3-GalNac-a-O-benzyl, un marqueur tumoral de cancers
épithéliaux) met en évidence un site de fixation spécifique pour le galactose-N-
acétylgalactosamine au niveau de son domaine N-terminal (Transue et al., 1997). Les MdAGGs
ont entre 32,2 et 34,4% d'identité avec le domaine lectine N-terminal de I'amaranthine de A.
caudatus. A partir de sa structure, celle de la MdAAGG10, |I'une des protéines dont le géne est le
plus fortement exprimé en réponse a I'’ASM, a été modélisée (Figure 2.2.2B). Cette prédiction
indique que la MdAGG10 dispose d'un site capable de se fixer au galactose-N-
acétylgalactosamine par 6 liaisons hydrogénes au niveau de trois acides aminés conservés
parmis les MdAGGs (Figure 2.2.2C) mais qui different de ceux de I'amaranthine de A. caudatus.
La charge de surface prédite a pH 7 est globalement positive sauf au niveau du site de fixation
putatif, ou celle-ci est négative. Selon ce modéle, MdAGG10 s’associerait également en
homodimére, avec les sites de fixation aux carbohydrates exposés au niveau des parties apicales
(Warneys et al., 2018). De plus, la présence d’une cystéine C-terminale chez toutes les MAAGGs
permettrait d’'une part la stabilisation de ces homodiméres par le biais de ponts disulfures, et

d’autre part I'association avec d’'autres protéines présentant des cystéines.

La découverte des MdAGGs du pommier en tant que lectines inductibles par un des SDP
les plus efficaces vis-a-vis de plusieurs bioagresseurs du pommier a motivé |'exploration
fonctionnelle de cette famille. Les sections suivantes présenteront (i) les méthodologies
développées dans le cadre de mon travail de thése pour étudier leur accumulation, (ii)
I’évaluation de leur pertinence en tant que marqueurs de résistance vis-a-vis du feu bactérien,
en les comparant a d'autres marqueurs de défense, (iii) I’'analyse de leur comportement au cours
de l'interaction pommier/E. amylovora et (iv) I'étude de leur activité biologique en tant que

protéines de défense.
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Figure 2.3.1 : Ancien protocole d’extraction protéique des MdAGGSs. Aprés broyage des tissus, la
poudre est incubée 30 s dans un tampon TCA-acétone. Les protéines sont culotées par centrifugation puis
successivement lavées par de l'acétate d’'ammonium 0,1 M (AcAm)/méthanol 80% et de I'acétone 80%. Le culot
est repris dans un mélange tampon SDS dense (SDSd)/phénol (1:1 v:v) 30 s a température ambiante puis la
phase phénolique est incubée dans un tampon de précipitation AcAm/méthanol 100% (1:3 v:v) une nuit a -20°C.
Aprés centrifugation, le culot protéique est lavé successivement par du méthanol 100% et de I'acétone 80%, pour
finalement étre repris et solubilisé dans du tampon de Laemmli. Toutes les centrifugations sont effectuées a 4°C,
16000 g pendant 5 min (Warneys et al., 2018).



2.3 Deéveloppement méthodologique pour étudier le

comportement des MdAGGs

2.3.1 Meéthodes antérieures d’analyse transcriptionnelle et

protéique

Pour étudier I'accumulation des transcrits et des protéines MdAGGs, des méthodologies

de RT-gPCR et de western blot avaient été mises au point par le laboratoire (Warneys et al.,
2018) :

des amorces gPCR ciblant quatre genes MdAGGs (MdAGG2, MdAGG12, MdAGG13 et
MdAGG15) et susceptibles de s’hybrider avec dix autres genes (MdAGG1, MdAGG3,
MdAGG4, MdAGG5, MdAGG8, MdAGGY9, MdAGG10, MdAGG11, MdAGG14 et MdAGG16)
avec lesquelles elles ont un polymorphisme de 1 a 3 nucléotides cumulés pour les 2
amorces, pour la mesure de leur expression par RT-qPCR,

un protocole d’extraction protéique permettant d’extraire a la fois les MAAGGs et les
MdDiAGGs et de les détecter par western blot dans les tissus aériens (feuilles, pétioles et
tiges ; Figure 2.3.1). Ce protocole consiste en une premiere extraction et précipitation
des protéines avec un mélange d’acide trichloroacétique (TCA) et d'acétone, suivie d’'une
seconde extraction au phénol avec une précipitation des protéines dans un mélange
d’acétate d'ammonium (AcAm)/méthanol. Ces extractions sont entrecoupées de lavages
a l'acétone, méthanol ou d’'un mélange d’AcAm/méthanol (Wang et al., 2006 ; Warneys
et al., 2018). Le culot protéique final est repris dans un tampon PBS mais reste
difficilement soluble. Néanmoins avec ce protocole d’extraction, une forte variabilité
technique et biologique de détection des MdAGGs est observée dans les tissus analysés,
bien que de fortes quantités de transcrits soient révélées dans ces mémes tissus par RT-
gPCR. Les résultats n’étant pas satisfaisants en termes de répétabilité, la recherche d'une

meilleure méthode d’extraction protéique fut entreprise au cours de ma these.

2.3.2 Evaluation de différentes méthodes d’extraction des

MdAGGs

A partir des méthodes d’extractions proposées par Hurkman et Tanaka (2007), 6

méthodes ont été retenues et testées pour identifier la meilleure extraction possible pour la
détection des MdAGGs par western blot : (i) a I'urée, (ii) au SDS, (iii) au TCA/acétone, (iv) au
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Figure 2.3.2 : Evaluation de différentes méthodes d’extraction protéiques issues Hurkman

et Tanaka (2007). A) Caractéristiques des méthodes d’extraction, B) Profils des extraits aprés SDS-PAGE et
coloration au bleu de Coomassie, C) Dosage protéique. Les protéines ont été extraites a partir de 200 mg de
poudre de feuilles de semis de pommier 3 jours aprés un traitement ASM. Pour chaque extraction, plusieurs
fractions protéiques (FP) ont été testées (encadré rouge) : Al, A2 et A3 pour |'extraction a I'urée ; B1 et B2 pour
I’'extraction au SDS ; C1 et C2 pour l'extraction au TCA/acétone ; D1 et D2 pour l'extraction au
phénol/chloroforme/isopropanol (Phénol/chlo./iso.) ; E1, E2 et E3 pour I'extraction a I’éthanol acide (EtOH acide)
et F1 et F2 pour l'extraction au phénol). Les culots (C*), solubilisés dans un tampon de Laemmli, et les
surnageants (S) sont mélangés a un tampon de charge dénaturant pour I'analyse en SDS PAGE (20 pl/puits).



phénol/chloroforme/isopropanol, (v) a |'éthanol acide et (vi) au phénol (Figure 2.3.2A). Les
extraits ont été analysés a plusieurs étapes de chaque extraction (ou plusieurs phases de
séparation) pour déceler d’éventuelles déperditions en MdAGGs. Afin d’établir le rendement
protéique, les extractions ont été réalisées a partir d'une méme quantité de poudre (200 mg) de
feuilles de semis de pommier traitées a I’ASM 3 jours auparavant. Les culots protéiques ont été
repris dans un tampon de Laemmli modifié, facilitant leur solubilisation. Aprés analyse par
western blot, seules 5 extractions ont permis de détecter les MdAAGGs et sont classées dans la
Figure 2.3.2B de la plus a la moins performante selon différents critéeres (bande nette des
MdAGGs, profil total propre et concentration suffisante en protéines) : extraction au phénol
(phase phénolique F1), au phénol-chloroforme-isopropanol (phase phénolique D1), a l'urée
(solution A1), au TCA-acétone (solution C1) et a I'éthanol acide. La méthode d’extraction a 'urée
n’‘a pas été retenue car les MdAGGs sont contenues dans une solution fortement concentrée en
urée (9 M), génant la suite des analyses comme le dosage protéique (méthode de Bradford). Le
dosage protéique des quatres autres fractions retenues révele que I'extraction au TCA-acétone
a le plus fort rendement et celle a I'éthanol acide celui le plus faible, les deux autres méthodes
ayant des rendements intermédiaires (Figure 2.3.2C). Finalement, la méthode retenue est
I'extraction phénolique car elle permet de détecter les MAAGGs avec la meilleure résolution, et
fournit un profil protéique net aprés migration SDS-PAGE, pour une quantité suffisante en

protéines totales (F1, Figure 2.3.2B, C).

2.3.3 Optimisation de I'extraction phénolique des MdAGGs

A partir de I'extraction phénolique, des améliorations supplémentaires ont été apportées.
i) En fonction de la qualité de broyage, les protéines en contact avec le phénol different. Un
broyage a billes aura tendance a libérer plus de protéines retenues dans les organites cellulaires
gu’un broyage au mortier, diminuant ainsi le pourcentage de protéines cytoplasmiques
contenues dans les extraits. Ces deux types de broyages ont été testés. ii) Nous avons vérifié si
I'ajout du phénol a la poudre avant le SDS permettait de mieux capturer les MdAGGs que la
procédure inverse. iii) Les MdAGGs comportant une cystéine C-terminale, elles peuvent en
principe former des ponts disulfures et engendrer des interactions protéiques altérant la qualité
de leur extraction. Nous avons donc testé si I'ajout d’un agent réducteur, le dithiothréitol (DTT),
a différentes concentrations (5 mM ou 50 mM) dans le tampon de précipitation et dans le tampon
de reprise permettait d’améliorer Iimmunodétection des MdAGGs. iv) Des étapes de lavage
permettent de nettoyer les échantillons de potentiels contaminants. Un lavage du culot protéique
final au méthanol et/ou a I'acétone a été évalué. v) Une dénaturation thermique peut améliorer
la séparation des protéines en SDS-PAGE. Nous avons comparé la séparation et la détection des

MdAGGs avec ou sans prétraitement a la chaleur (2 h ; 90°C).
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Figure 2.3.3 : Méthode d’extraction protéique (A) permettant de détecter les MdAGGs,

MdDiAGGs, MdPR-2 et MdPR-10 en western blot (B). (A) Tissus réduits en poudre au mortier et
incubés dans un mélange tampon SDS dense (SDSd)/phénol (1:1 v:v) pendant 5 min. Aprés centrifugation (16000
g, 10 min), phase phénolique incubée dans un tampon de précipitation AcAm/méthanol 100%/DTT 5 mM (1:5 v:v)
une nuit a -20°C. Apres centrifugation (16000 g, 10 min), culot solubilisé dans un tampon de Laemmli modifié. (B)
Immunodétection des MdAGGs, MdDIAGGs, MdPR-2 et MdPR-10 dans différents organes (PA : partie apicale ; JF :
jeune feuille ; T : tige ; FM : feuille mature) de semis de pommier 3 jours aprées traitement a I'eau ou a I’ASM.
Chaque échantillon = pool de 10 organes issus de différents semis. Fléches oranges, marrons, vertes et violettes :
positions respectives des MdDIAGGs (=~ 30 kDa), MdAGGs (= 20 kDa), MdPR-2 (=~ 30 kDa) et MdPR-10 (= 20 kDa).
10 ug de protéines totales/puits. Résultats représentatifs de 2 répétitions biologiques indépendantes.
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Figure 2.4.1 : Niveaux d’expression basale relatifs des MdAGGs, MdPR-2 et MdPR-10 dans
différents organes (PA : partie apicale, JF : jeune feuille, T : tige, FM : feuille mature) de

semis de pommier Golden Delicious. Boxplots avec moyennes, médianes et valeurs aberrantes indiqués
respectivement par des losanges, des lignes et des cercles vides. Données issues de 10 répétitions biologiques par
organe d’une seule expérience. Chaque répétition biologique est constituée d’un pool de 5 organes issus de semis
différents. L'expression de chaque géne a été rapportée a celle d'un seul échantillon de JF. Différences statistiques
globales sont établies pour chaque géne par un test de Kruskal-Wallis (MdAGGs : p = 0,2375 ; MdPR-2 : p =
0,02249 ; MdPR-10 : p = 2,844e-06) et les lettres désignent les différences statistiques établies par un test
« post-hoc » de Mann-Whitney avec correction de Bonferroni (a = 0,05).



Les meilleures conditions de détection des MdAAGGs sont obtenues avec un broyage au
mortier auquel on ajoute d’abord le SDS, puis le phénol, une précipitation de la phase phénolique
avec un tampon de précipitation comportant 50 mM de DTT et une reprise du culot avec un
tampon de Laemmli modifié avec 5 mM de DTT. Les étapes de lavage et la dénaturation par la
chaleur ne sont pas incluses dans le protocole optimisé puisqu’elles n’apportent pas
d’amélioration. Nous avons aussi remarqué que la qualité de détection des MdAGGs est
dépendante de la quantité totale de protéines déposée dans les puits, avec un dépét de 10 pg
minimum pour obtenir une bande bien visible et ce, pour une concentration d‘anticorps primaires
assez forte (2 anticorps complémentaires dilués au 1/500¢). Ainsi, ce nouveau protocole (Figure
2.3.3A) a permis de détecter les MAAGGs de maniére fiable et répétable dans les tissus aériens
de semis de pommier, notamment 3 jours apres traitement a I’ASM (Figure 2.3.3B). Les tissus
aériens analysés correspondent a 4 types d’organes : la plus jeune feuille développée (JF), la
partie apicale située au-dessus de la JF (PA), la feuille mature (FM) située a 2 noeuds en dessous
de la JF et la tige (T) entre la FM et la JF (incluant les pétioles). En plus des MdAGGs, cette
méthode d’extraction permet de détecter les MdDIAGGs accumulées de maniére constitutive
dans les jeunes organes (PA et JF) et la tige. Enfin, cette nouvelle méthode permet également
de détecter d’autres protéines de défenses étudiées par le laboratoire (protéines PR : MdPR-2 et
MdPR-10), et ce, dans tous les organes traités a I’ASM. Cet avantage permet de comparer leur
accumulation a celle des MdAGGs dans différentes conditions avec une seule et méme méthode

d’extraction.

2.4 Comportement transcriptionnel et protéique des

MdAGGs

2.4.1 Comportement basal dans les parties aériennes

Les MdAAGGs ne sont pas détectées dans les parties aériennes des semis traités a I’'eau 3
jours auparavant, ce qui suggéere des niveaux faibles d’expression basale des geénes,
probablement insuffisants pour entrainer I'accumulation des MdAGGs au-dela du seuil détectable
en western blot (Figure 2.3.3B). Nous avons cherché a déterminer si toutefois le niveau
d’expression basale des MdAGGs différe entre les différents organes (PA, JF, T, et FM) d’un semis
de pommier « naif » (Figure 2.4.1). Nous avons comparé ces niveaux d’expression a ceux de
MdPR-2 et MdPR-10, dont les protéines sont détectables en western blot dans certains organes
traités a I'eau (respectivement PA et T, Figure 2.3.3B). Le niveau d’expression des MdAGGs et
de MdPR-2 ne sont pas significativement différents entre les organes, méme si leur expression

parait plus faible dans la JF que dans les autres organes (Figure 2.4.1). Par contre, I'expression
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témoins eau. (B) Immunodétection des protéines. 10 pg de protéines/puits. Résultats représentatifs de 2
répétitions biologiques indépendantes. ASM, acibenzolar-S-méthyl, NAA, 1-naphtylacetic acid ; KHCO,
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basale de MdPR-10 semble liée a I'ontogénie de |'organe, puisqu'elle est significativement plus

faible dans les organes les plus jeunes (PA et JF) que dans la T et la FM.

2.4.2 Expression des MdAGGs et efficacité de différents

SDP candidats

Nous avons cherché a déterminer si les MAAGGs pouvaient étre des marqueurs robustes
de l'efficacité des SDP vis-a-vis d’une souche sauvage E. amylovora (Ea WT). Pour ce faire, nous
avons confronté |'efficacité de protection de 9 SDP candidats a I’'expression et I'accumulation des
MdAGGs, MdPR-2 et MdPR-10 dans les JF 3 jours apres traitement des semis (Figure 2.4.2).
Parmi les 9 SDP potentiels, seul I’ASM et le NAA procurent une efficacité de protection contre Ea
WT supérieure a 40% sur les plantes inoculées 3 jours aprés traitement, alors que les autres
produits offrent une protection de 25% au maximum (Figure 2.4.2A). De maniére générale,
I'expression de MdAGGs, MdPR-2 et MdPR-10 est positivement corrélée avec le taux de
protection conféré par les différents SDP. Les coefficients de corrélation entre |'efficacité de
protection et I'expression de MdPR-2 et MdPR-10 sont cependant relativement faibles
(respectivement R = 0,78 et 0,68) bien que I'accumulation de MdPR-2 soit cohérente avec les
taux de protection observés, contrairement a MdPR-10 (Figure 2.4.2B). En revanche,
I'expression des MdAGGs est fortement corrélée avec |'efficacité de protection (R = 0,93). Au
niveau protéique, les MdAGGs sont détectées seulement dans les tissus traités par les produits
les plus efficaces contre E. amylovora, en abondance pour le NAA et I’ASM et en moindre quantité
pour le KHCO (efficacité de protection de 20%). Ainsi, les MdAAGGs sont de meilleurs marqueurs
gue MdPR-2 et MdPR-10, pour la résistance induite par les SDP vis-a-vis du feu bactérien chez
le pommier. L'’ASM, produit pour lequel le laboratoire dispose d’un important recul d'utilisation,
apporte I'une des efficacités de protection les plus importantes. Pour cette raison, les expériences
présentées par la suite s’attacheront a évaluer le comportement des marqueurs de défense en

réponse a ce produit uniquement.

2.4.3 Cinétique d’induction et d’accumulation dans la jeune

feuille (JF) traitée a I’ASM

Le comportement des MdAGGs a été évalué dans les JF de semis de pommier Golden
traités 3 jours auparavant a I’ASM ou a l’'eau, en mesurant I'accumulation de transcrits (Figure
2.4.3A) et de protéines (Figure 2.4.3B) pendant une cinétique de 5 jours. Leur comportement
transcriptionnel et protéique a été comparé a ceux des 2 autres marqueurs de défense, MdPR-2

et MdPR-10. Le traitement ASM déclenche une surexpression des 3 génes étudiés et une
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accumulation des protéines correspondantes 1 et 2 jours respectivement apreés le traitement.
L'induction des MdAGGs et de MdPR-2 par I’ASM se maintient a un niveau élevé durant toute la
cinétique alors que celle de MdPR-10 atteint un pic d’expression a 2 jours puis chute au-dela. De
plus, les différences de niveaux d'expression entre les deux traitements (ASM/eau) sont plus
élevées pour les MdAGGs (250 fois plus de transcrits) que pour MdPR-2 et MdPR-10
(respectivement 60 et 16 fois plus de transcrits). Concernant I'accumulation protéique dans les
échantillons issus de plantes traitées a I'eau, seules les MdAAGGs sont indétectables durant toute
la cinétique contrairement a MdPR-2 et MdPR-10 détectées respectivement 5 et 3 jours apres le
traitement. Cette accumulation de MdPR-2 et MdPR-10 durant I’'expérience dans des tissus non
stimulés par I'ASM peut étre attribuée a la maturation de la feuille traitée (résistance

ontogénique).

2.4.4 Comportement systémique apres une élicitation

locale a I’'ASM

L'induction et I'accumulation des MdAGGs, de MdPR-2 et de MdPR-10 ont été analysées
dans les différentes parties aériennes des semis de pommier, 5 jours aprés le traitement d’un
seul organe (JF ou FM) a I’ASM ou a l'eau (Figure 2.4.4). Si on s’intéresse a |'organe directement
traité, on observe que la JF réagit plus fortement a I'application d’ASM que la FM, que ce soit au
niveau transcriptionnel ou protéique (Figure 2.4.4A). Quel que soit I'organe traité a I’ASM, les
MdAGGs sont induites et produites dans la tige. Le traitement de la JF n’a pas d'impact sur la
transcription et la traduction des MAAGGs dans la FM, alors que le traitement de la FM déclenche
une surexpression des MdAGGs dans la JF, qui n‘aboutit cependant pas a une quantité de
protéines détectable par western blot. Une surexpression des MdAGGs est observée dans la PA
quelle que soit la feuille traitée a I’ASM, mais sans détection des protéines associées. Ces
résultats suggerent que I’ASM déclenche une induction systémique de I'expression des MdAGGs,

mais que les protéines ne sont détectées que lorsque de forts niveaux d’expression sont atteints.

Concernant MdPR-2, la JF semble mieux réagir au traitement ASM que la FM en
comparaison du témoin eau (Figure 2.4.4B). Cependant, lorsque la JF est traitée a 'ASM il n'y a
pas d’induction dans les autres organes (PA et FM) a I’'exception de la tige (T) dans laquelle une
|égére surexpression du géne est observée. A l'inverse, le traitement de la FM par I’ASM provoque
une induction systémique du géne dans tous les autres organes (T, JF et PA), qui se concrétise

par une accumulation plus forte de la protéine dans ces derniers.

La MdPR-10 semble peu réagir au traitement ASM a I’exception de la JF lorsque celle-ci a
recu le traitement (Figure 2.4.4C). Aucune induction systémique du gene et de la protéine ne

semble avoir lieu, quelle que soit la feuille traitée a I’ASM (JF ou JM), ce qui est en accord avec
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la chute d’expression observée au-dela de 2 jours aprés traitements a I’ASM sur des semis

entierement traités (Figure 2.4.1A).

L'ensemble de ces résultats montre que i) la JF répond mieux au traitement ASM que la
FM, ii) I’ASM induit un signal systémique (en particulier lorsque la FM est traitée) aboutissant a
I'induction des MdAGGs et MdPR-2 dans les autres organes et iii) les protéines MdAAGGs ne sont

détectables que lorsque que de hauts niveaux d’expression des génes sont atteints.

2.4.5 Détection apoplastique des protéines dans les feuilles

traitées a I’ASM

L'induction systémique des MdAGGs dans les semis traités a I’ASM pourrait étre attribuée
a un transport protéique apoplastique de l'organe traité vers les organes distants. Pour tester
cette hypothése, les fluides extracellulaires de feuilles de semis de pommier traités a I’ASM ou
a l'eau ont été analysés en western blot (Figure 2.4.5). Bien que la protéine MdPR-2 soit
accumulée dans les fluides extracellulaires (et plus fortement aprés traitement ASM), les
MdAGGs et MdPR-10 n'y sont pas détectées, ce qui suggere que le transport protéique
apoplastique n’‘est pas responsable de I'accumulation systémique des MdAGGs. Ces protéines
pourraient migrer vers les autres organes en empruntant des voies symplastiques ou bien
seraient produites sur place en réponse a un signal mobile qui déclencherait I'expression des
genes MdAGGs. Concernant MdPR-2, sa présence dans I'apoplaste suggére que son accumulation
systémique est provoquée soit par une migration apoplastique de la protéine vers les autres
organes, soit par le biais d’un signal mobile qui déclencherait I'expression de ces génes, soit par

les deux.

2.4.6 Etude du comportement des MdAGGs au regard de la
la persistance d’action de I’ASM vis-a-vis du feu

bactérien

La forte induction et accumulation des MdAGGs provoquée par I’ASM suggére un réle de
ces lectines dans la résistance induite du pommier, notamment vis-a-vis d’E. amylovora. Nous
avons évalué en paralléle la persistance d’action de I’ASM pour la protection vis-a-vis de Ea WT
et I'accumulation des transcrits et des protéines de MdAAGGs, MdPR-2 et MdPR-10, afin de vérifier
si leur régulation est associée a une résistance accrue au feu bactérien (Figure 2.4.6). Dans
cette expérience, les JF de semis de pommier sont inoculées ou prélevées 7, 14 ou 21 jours

aprés un unique traitement a I’ASM ou a I'eau ; ou 21 jours aprés la derniére pulvérisation d’'une
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succession de 4 traitements espacés de 2 jours (Figure 2.4.6A). Les efficacités de protection de
I’ASM, mesurées 3 semaines apres inoculation, montrent qu’un seul traitement a I’ASM protége
contre Ea WT si linoculation est réalisée jusqu’a 2 semaines post-traitement. Un perte
d’efficacité totale de I'’ASM est observée lorsque les plantes sont inoculées la troisieme semaine
apres le traitement (Figure 2.4.6B). En revanche, 4 traitements successifs d’ASM rétablissent
une protection significative contre Ea WT sur une période de 3 semaines aprés le dernier
traitement. Dans toutes les situations pour lesquelles I'’ASM protege significativement contre le
feu bactérien, une induction significative des MdAGGs et une accumulation des protéines
correspondantes sont observées (Figure 2.4.6C). Cette association (protection/induction du
marqueur de défense) n’est pas retrouvée avec MdPR-2, l'expression du géne n’étant
significativement induite qu’a 7 jours post-traitement et la teneur en protéine étant toujours
plus abondante aprés traitement ASM, quelle que soit la modalité de traitement appliquée. Cette
absence de corrélation est également retrouvée pour MdPR-10 au niveau de l’'expression du
gene, alors que I'accumulation de la protéine semble, elle, corrélée a l'efficacité de protection de
I’ASM. L'ensemble de ces résultats suggérent que, comparées a MdPR-2 et MdPR-10, les MdAGGs
constituent de meilleurs marqueurs de la persistance d’action de I’ASM en tenant compte a la

fois de I'accumulation des transcrits et des protéines.

2.4.7 Induction des MdAGGs par I’'ASM dans différents

organes de |I'arbre en verger

Les résultats précédents ont montré que les genes MdAGGs sont induits en réponse a
I’ASM dans des semis de pommier cultivés en conditions controlées, et que leur expression est
corrélée a la résistance induite vis-a-vis du feu bactérien. Nous avons cherché ici a déterminer
si I’ASM active également leur expression dans différents organes de la variété Golden Delicious
plantée en verger. Les organes ciblés (feuilles de rosettes, premiére feuille, seconde feuille et
feuille mature de la pousse, fleurs et peau du fruit), susceptibles d’étre infectés par E. amylovora,
ont été analysés a différents stades phénologiques : du stade début de floraison (E2-F) jusqu’au
début du développement du fruit (Figure 2.4.7). Les MdAGGs sont surexprimés 3 jours aprés
traitement a I’ASM dans tous les organes foliaires traités, a tous les stades, sauf au stade
« fruit » ou ils sont sous-exprimés par rapport au traitement eau. Dans les fleurs, au stade
précoce E2-F, un fort niveau d’expression des MdAGGs est mesuré dans des fleurs traitées a
I’eau, équivalent a celui des fleurs traitées a I’ASM. Du stade F2-G au stade J, les fleurs et fruits
traités a I’ASM ont tendance a sur-exprimer les MdAGGs malgré une baisse progressive du niveau
d’induction qui diminue au fur et a mesure du développement saisonnier de la pousse, jusqu’a
atteindre des niveaux presque identiques au traitement eau (stade I et J). Au stade « fruit »,
comme pour les feuilles, la peau de fruits issus de pommiers traités a I’ASM sous-exprime les

MdAGGs. Ainsi, les résultats montrent que les pousses en verger réagissent de la méme maniére
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gue les semis en conditions controlés seulement aux stades phénologiques précédant le
développement du fruit. Par contre, I’ASM n’induit pas I'expression des MdAGGs dans les fleurs
a tous les stades phénologiques et dans le fruit, ce qui suggere que les conditions d’induction

des lectines different entre les organes reproducteurs et les organes végétatifs.

2.4.8 Expression basale des MdAGGs dans les fleurs et les

pédoncules floraux de différentes variétés

Le niveau d’expression constitutif des MdAGGs est plutot élevé dans les fleurs chez la
variété Golden Delicious, ce qui suggere un role défensif dans les organes susceptibles d’étre
infectés par E. amylovora. Les fleurs constituant une voie d'entrée privilégiée d’'E. amylovora
dans I'arbre, nous avons cherché a savoir s'il existait une association de type corrélation positive
entre le niveau d’expression basal des MdAGGs dans les fleurs et pédoncules floraux de 9
différentes variétés (Belle de Boskoop, Judeline, Granny Smith, Akane, Golden Delicious, Gala,
Chantecler, Idared et Reine des Reinettes) et leur niveau de résistance au feu bactérien (Figure
2.4.8). Pour chaque variété, des rameaux ont été prélevés en verger au stade bouton rose (E2)
et maintenus en conditions contrélées jusqu’a prélévement de leurs fleurs et pédoncules floraux
au stade pleine floraison (F2). L'expression des MdAGGs a été mesurée dans ces tissus et
comparée a celle de jeunes feuilles traitées a I’ASM ou a l'eau pour 5 des variétés étudiées,
prélevées cette fois-ci sur de jeunes plants greffés (Judeline, Granny Smith, Golden Delicious,
Gala et Chantecler). Les 9 variétés présentent des indices de sensibilité variétale (ISV)
contrastés contre E. amylovora (Figure 2.4.8B), mais ils ne sont pas corrélés avec l'expression
basale des MdAGGs dans les pédoncules et les fleurs (Figure 2.4.8A). Les variétés les plus
sensibles (Golden Delicious, Gala, Chantecler, Idared et Reine des Reinettes) ont des niveaux
d’expression similaires ou plus élevés que les variétés peu sensibles (Belle de Boskoop, Judeline,
Granny Smith, Akane). Par contre, le niveau d’expression basal des MdAGGs est plus élevé dans
les fleurs que dans les feuilles (traitement eau) au sein d’'une méme variété, pour les 5 testées.
D'ailleurs, le niveau constitutif d’expression florale atteint méme celui des feuilles traitées a
I’ASM pour les variétés Granny Smith et Golden Delicious. De maniére surprenante et comme
décrit précédemment, les fleurs de Golden Delicious accumulent plus de transcrits de MdAGGs
que les feuilles (traitement eau), alors que cette variété est plus sensible si elle est inoculée sur
les fleurs que sur les pousses. Ainsi, |'expression des MdAGGs ne semble pas étre associée a la
résistance variétale. Il est néanmoins tentant de formuler I’hypothése selon laquelle leur niveau
d’expression constitutivement plus élevé dans les fleurs que dans les feuilles constitue une

adaptation de ces organes particulierement sensibles a l'infection bactérienne.
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Figure 2.5.1.2 : Cinétique d’expression relative des MdAGGs pendant 48 h dans des

jeunes feuilles de greffes MM106 et Evereste infiltrées par Fa WT ou Ea t3ss. Les
courbes représentent la tendance moyenne des niveaux d’expression obtenus avec Ea WT (traits pleins) ou
Ea T3SS (traits pointillés), selon la méthode de Loess (span = 0,5). Les données sont issues de 3
répétitions biologiques indépendantes. Chaque répétition biologique est constituée d’un pool de 5 jeunes
feuilles issues de plantes différentes. Pour chaque expérience, I'expression a été rapportée a celle issue de
MM106 non infiltrées, échantillonnées a TO. NI : non infiltré.



2.5 Modulation de I'expression des MdAGGs en

réponse a l'infection par E. amylovora

2.5.1 Modulation T3SS-dépendante apreés infection de

génotypes résistants ou sensibles

Afin de mieux comprendre comment les MdAGGs se comportent en situation de résistance
et de sensibilité, nous avons étudié leur modulation au sein du transcriptome de deux génotypes
a sensibilité contrastée (le résistant MEO10 et le sensible MM106) 24 h apres infection par une
souche sauvage (Ea WT) ou une souche mutante non pathogéne affectée dans la biosynthése
de son T3SS (Ea t3ss). Ces données transcriptomiques ont été comparées a celles acquises par
Warneys et al. (2018), comparant le transcriptome de semis 3 jours aprés traitement a I'’ASM
par rapport a I'eau (Figure 2.5.1.1). En comparant le transcriptome de ME010 a celui de MM106
24 h apres infection par Ea WT, on peut constater que la plupart des MdAGGs induites par I’ASM
ne sont pas différentiellement exprimées entre le génotype résistant et sensible, I'une d’entre
elles est méme plus exprimée chez le sensible (Figure 2.5.1.1A). En revanche, une répression
dépendante du T3SS des MdAGGs est observée chez le génotype sensible 24 h aprés infection
par Ea WT, puisque le ratio Ea WT/Ea t3ss est négatif (Figure 2.5.1.1B). Cette répression T3SS-
dépendante n’est pas observée dans le génotype résistant MEO10 puisque les MdAGGs ne sont
pas différentiellement exprimées entre des tissus infectés par Ea WT et Ea t3ss (Figure 2.5.1.1C).
En considérant I'ensemble des résultats, les MdAGGs semblent réprimées par les effecteurs de
type III d’Ea WT chez le génotype sensible MM106 uniquement, mais atteignent un niveau
d’expression identique a celui d’'un génotype résistant aprés infection. Ainsi, les MdAGGs ne
semblent pas impliquées dans la résistance génétique de MEO10 mais la capacité de Ea WT a les
réprimer chez le génotype sensible pourrait peut-étre favoriser la maladie chez ce dernier. Pour
confirmer ces hypothéses basées sur les données transcriptomiques, les niveaux d’expression
des MdAGGs ont été mesurés par RT-qPCR dans le génotype sensible MM106 et le résistant
Evereste (parents du résistant MEO10), 24 et 48 h aprés infection par Ea WT et Ea t3ss (Figure
2.5.1.2). Chez le génotype sensible, une induction de I'expression des MdAGGs est observée 24
h aprés infection des deux souches. Cette induction progresse 48 h apres infection par la souche
Ea t3ss mais pas avec la souche Ea WT, suggérant une répression de I'expression par cette
derniére. Méme si I'expression des MdAGGs est plus élevée avec Fa t3ss que Fa WT a 24 h, la
plus forte répression T3SS-dépendante est observée 48 h aprés infection par Ea WT. Ce résultat,
en accord avec ce qui est observé par microarray, semble confirmer qu’un effecteur de type III

est impliqué dans la répression des MdAGGs chez le génotype sensible.
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Figure 2.5.2 : Modulation de |'expression (A) et de l'accumulation (B) des MdAGGs par

différents mutants d’E. amylovora dans des semis Golden Delicious. (A) Niveaux d’expression
relative des MdAGGs 2 jours aprés infiltration par Ea WT, Ea t3ss, Ea hrpN, Ea dspA/E, Ea ams (107 cfu.mll) et le
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respectivement les échantillons prélevés 2 et 5 jours apres infiltration. Protéines totales colorées au bleu de
Coomassie. Résultats représentatifs de 2 répétitions biologiques indépendantes.



Dans le génotype résistant Evereste, deux éléments sont en contradiction avec les
données transcriptomiques obtenues avec le génotype résistant MEO10 : la souche Ea WT induit
I'expression des MdAGGs par rapport a la souche Ea t3ss 24 h aprés infection, et ce résultat se
confirme a 48 h. Le niveau d’expression des MdAGGs atteint chez le génotype résistant est
inférieur a celui du génotype sensible 24 h aprés infection par la souche Ea WT (non différentiel
dans I'analyse transcriptomique). Néanmoins, un niveau d’expression similaire des MdAGGs est
de nouveau observé entre les 2 génotypes 48 h aprés infection par Ea WT, suggérant un éventuel

décalage dans le processus infectieux entre I'analyse microarray et cette analyse par RT-qPCR.

Ainsi, ces données semblent confirmer que les MdAGGs ne sont pas impliquées dans la
résistance des génotypes MEO10/Evereste, et que leur répression T3SS-dépendante pourrait

étre un facteur de succes de la progression de la maladie chez le génotype sensible MM106.

2.5.2 Role des facteurs de pathogénicité dans la répression

des MdAGGs dans un génotype sensible

Pour identifier précisément les éléments bactériens responsables de la répression des
MdJAGGs, nous avons analysé leur expression et leur accumulation dans des feuilles de semis
Golden Delicious 48 h apres infiltration par Ea WT et divers mutants affectés dans leur pouvoir
pathogéne : biosynthése de I'amylovorane (Ea ams), du T3SS (Ea t3ss), des effecteurs DspA/E
(Ea dspA/E) ou hrpN (Ea hrpN) (Figure 2.5.2). Les résultats montrent que les feuilles infiltrées
par Ea WT ont un niveau d’expression des MdAGGs plus élevé par rapport au témoin sans
bactérie (Figure 2.5.2A). Le niveau d’expression observé avec les mutants Ea t3ss et Ea hrpN
est légerement plus élevé par rapport a la souche Fa WT, mais cette différence n’est pas
significative. Ce n’est cependant pas le cas avec les mutants Ea dspA/E et Ea ams pour lesquels
le niveau d’expression des MdAGGs est significativement plus élevé. De plus, les feuilles
inoculées par Ea dspA/E ont un niveau d’expression des MdAGGs significativement plus élevé
par rapport a celles inoculées par Ea t3ss ou Ea hrpN. L'ensemble des résultats suggérent ainsi
que l'effecteur DspA/E et I'amylovorane sont impliqués dans la répression des MdAGGs, dont
I'induction semble étre provoquée par un ou plusieurs facteurs bactériens non déterminés de la
souche Ea WT. Au niveau protéique, aucune MdAGG n’est détectée 48 h post-infiltration, ce qui
suppose des niveaux d’expression trop faibles ou une latence entre I'expression et la traduction
(Figure 2.5.2B). La présence des MdAGGs n'a pu étre détectée que 5 jours apres infiltration d’un
inoculum 10 fois plus concentré en bactéries. Cette expérience n’est possible que pour les deux
mutants incapables d’induire la mort cellulaire, Ea t3ss et Ea dspA/E, les autres souches
nécrosant complétement la feuille prélevée et entravant donc I'analyse protéique. Dans ces

conditions, les MdAGGs sont légérement détectées dans les extraits protéiques de feuilles
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Figure 2.6.1 : Purification, solubilisation et chromatographie d'exclusion stérique de la

protéine recombinante MdAGG10. (A) Migration SDS-PAGE des échantillons obtenus aprés chaque étape
de purification (1 : marqueur de taille, 2 : His-MBP-MdAGG10 aprés chromatographie d’affinité, 3 : aprés clivage
par la protéase TEV, 4 : fraction soluble aprés clivage par la protéase TEV, 5 et 6 : fractions solubles de lavage, 7
et 8 : MAAGG10 purifiée sous forme cristalline). (B) Forme microcristalline de la MdAAGG10 purifiée visualisée a la
lumiére polarisée. (C) Chromatographie d'exclusion stérique (Superdex 75 10/300 GL) de la MAAGG10 solubilisée
dans un tampon Tris 50 mM + NaCl 150 mM (pH 8,5). Le poids moléculaire de la MdAGG10 calculé a partir de sa
séquence d’acides aminées est de 19,1 kDa.



infiltrées par Ea t3ss et sont visibles en abondance dans celles inoculées par Ea dspA/E,

confirmant les niveaux transcriptionnels précédemment obtenus pour ces deux souches.

2.6 Etude fonctionnelle du role des MdAGGs in vitro

Les MdAGGs sont associées a la résistance induite par les SDP contre E. amylovora, qui
a l'inverse les réprime dans un génotype sensible dans les premiers jours de l'interaction. On
peut donc faire I'hypothése qu’elles représentent des effecteurs de résistance, et leur annotation
en tant que lectine, suggeéere qu’elles pourraient agglutiner les cellules bactériennes en se fixant
a des polysaccharides de surface bactériens. Cette hypothése fait écho aux travaux de Romeiro
et al. (1981a, b) décrivant une mystérieuse protéine nommée « maline » comme un facteur de
résistance du pommier capable d’agglutiner E. amylovora a pH acide, avec une forte affinité pour
le LPS et I'EPS bactérien.

2.6.1 Syntheéese de la MAAGG10 recombinante

Pour évaluer le role biologique des MdAGGs contre E. amylovora, |'effet de la protéine
MdAGG10 a été testé in vitro sur des suspensions bactériennes. La méthode d’extraction des
MdAGGs présentée au §2.3.3 est réalisée dans des conditions dénaturantes, ce qui compromet
I’étude de leur fonction biologique a partir d’extraits protéiques totaux. De plus, des étapes de
purification seraient nécessaires pour attribuer définitivement une fonction biologique aux
MdAGGs. Nous avons donc choisi de produire une MdAGGs recombinante. Notre choix s'est porté
sur la protéine MdAAGG10, puisque sa séquence a la plus forte similarité avec les autres MdAGGs
et que son expression est particulierement induite suite a I’'application d’ASM (Warneys et al.,
2018). Des essais sur levures (Pichia pastoris) ont abouti a un échec, avec un effet |étal de la
production de la protéine dans les levures transformées (données non présentées). Nous avons
donc produit et purifié la protéine recombinante 6His-MBP-MdAGG10 a partir d'E. coli. Cette
protéine chimérique présente lI'avantage de pouvoir étre purifiée sur colonne de nickel (grace a
I’étiquette 6His), et la MBP (Maltose-Binding Protein) est fréguemment utilisée pour augmenter
la production et favoriser la solubilisation de la protéine cible chez E. coli. Un site de clivage
protéolytique sensible a la protéase TEV (Tobacco Etch Virus) a également été inséré en partie
N-terminale de MdAGG10, ce qui permet, aprés purification de la protéine chimérique, d’éliminer
I’étiquette 6His-MBP. Nous avons constaté que ce clivage protéolytique provoque une agrégation
cristalline spontanée de MdAGG10, permettant la séparation de la protéine clivée de I'étiquette
soluble 6His-MBP par simple centrifugation (Figure 2.6.1A, B). La solubilisation des cristaux de
MdAGG10 a pu étre réalisée par un changement de pH élevé (NaOH pH 12), immédiatement
suivi par une dilution dans des solutions tamponnées a des pH inférieurs. Lorsque cette dilution
est effectuée dans un tampon a pH 8,5 (50 mM de Tris/HCI, 150 mM de NaCl), la
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chromatographie d'exclusion révéle la présence d’un pic principal comportant la protéine
MdAGG10 sous forme monomérique et la présence de traces d'espéces multimériques de plus
haut poids moléculaire (Figure 2.6.1C). Il est important de noter que cette analyse montre que
le traitement au NaOH ne provoque pas de dégradation importante de MdAGG10, ce qui valide

I'utilisation ultérieure de la protéine ainsi préparée pour son analyse fonctionnelle.

2.6.2 Tests d’agglutination bactérienne in vitro

Afin de déterminer si la protéine recombinante MdAGG10 interagit avec E. amylovora,
des tests d’agglutination ont été réalisés en mélangeant des suspensions de bactéries sauvages
(Ea WT) et mutantes dépourvues d’EPS (Ea ams) avec la protéine recombinante solubilisée a pH
acide (4) ou neutre (7,5 ; Figure 2.6.2A). L'EPS d'Ea WT étant composé d’une fraction fermement
attachée au corps bactérien (et constituant la capsule) et d'une fraction plus diffuse, la
suspension bactérienne a parfois été centrifugée pour la débarrasser de I'EPS diffus (notée Ea

WTavée par la suite).

Aprés 30 a 60 min d’incubation, les suspensions bactériennes d’Ea ams incubées avec
MdAGG10 forment des agglomérats, mais uniquement lorsque la protéine est préparée a pH 4.
Pour Ea WT, ces agglomérats se forment dans les mémes conditions de pH uniquement si la
bactérie est lavée de son EPS diffus (Ea WTiawee). Par contre, aucune agglutination n’est visible a
pH 7,5, méme aprés plusieurs heures d’attente. Des préparations de protéines MdAGG10
effectuées a des pH intermédiaires ont pu montrer que |'agglutination de la souche Ea ams se
produit seulement pour des pH inférieurs ou égaux a 4,8 (données non présentées). Aucune
agrégation spontanée n‘a été observée a pH 4 dans une solution de MdAGG10 sans bactérie
(données non présentées), et une observation au microscope des agglomérats formés dans le
mélange Ea ams/MdAGG10 a pH 4 montre qu'il s'agit bien d’une agglutination bactérienne
(Figure 2.6.2B). Ce phénomene d’agglutination n’est pas observé a pH 4 lorsque la bactérie est
meélangée a de la BSA, ce qui permet d’écarter un artefact d( a I'acidité du tampon. De maniére

intéressante, une lectine du blé, la WGA, provoque également 'agglutination de Ea ams a pH 4.

Pour confirmer le réle inhibiteur de I'EPS diffus dans la capacité agglutinante de
MdAGG10, celle-ci a été pré-incubée avec une gamme de concentrations d’EPS extrait a partir
d’Ea WT avant la mise en contact avec la souche Fa ams. Les résultats obtenus montrent que la
pré-incubation de MdAGG10 avec une concentration d’EPS supérieure a 40 pg.ml! abolit les
capacités d’agglutination de la protéine (Figure 2.6.2C). Cette inhibition suggére que I’'EPS libre

d’Ea WT la protége naturellement contre une agglutination provoquée par MdAGG10.

Les membranes externes des bactéries Gram-négatives sont enrichies en LPS, un

polysaccharide membranaire propre a chaque espéce bactérienne qui peut déclencher des
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réponses de défense de I'hbte et qui est impliqué dans l'intégrité des cellules bactériennes. Pour
déterminer si MAAGG10 a une affinité pour le LPS, nous avons procédé de la méme maniére que
le test d'inhibition réalisé précédemment avec I'EPS en pré-incubant la protéine avec du LPS
extrait de la souche Ea ams (Figure 2.6.2D). Encore une fois, une inhibition de I’'agglutination a
été observée, a partir d'une concentration en LPS supérieure a 160 ug.ml-t de LPS. De plus, les
LPS purifiées de E. coli 055:B5 préviennent aussi I'agglutination de Ea ams par MAAGG10, et ce
au-dela de 40 a 80 ug.ml? (Figure 2.6.2E). L'ensemble de ces résultats montrent donc que la
protéine MdAGG10 est une lectine active a un pH acide, capable d’interagir avec les
polysaccharides de surface d’E. amylovora (LPS ou EPS de capsule), et que I'EPS libre agit
comme une molécule de protection bactérienne permettant d’inhiber I’agglutination par
MdAGG10.

2.6.3 Tests d'inhibition de croissance bactérienne

Les protéines MAAGG10 sont susceptibles d'affecter le développement d’E. amylovora en
agglutinant les cellules dépourvues d’EPS libre. Pour vérifier si I'agglutination de MdAGG10
impacte la croissance bactérienne, une mesure de la croissance bactérienne a été réalisée
pendant 70 h sur Ea WT et Ea ams préalablement incubées a pH 7,5 ou pH 4 avec MdAGG10 ou
une solution témoin (Figure 2.6.3). Les résultats montrent une phase exponentielle de croissance
débutant environ 10 h aprés la mise en culture et similaire pour les bactéries sauvages et
mutantes pré-incubées dans le tampon témoin a pH 7,5. A contrario, une pré-incubation a pH
acide entraine une croissance plus lente et débutant plus tardivement, environ 25 h aprés mise
en culture pour Ea WT et d’environ 30 h pour Ea ams. Néanmoins, aucune différence n’est
observée entre les bactéries incubées en présence de MAAGG10 ou dans les solutions témoins.
Ces résultats suggérent que MdAGG10 n‘impacte pas la croissance d’Ea WT et d’Ea ams lorsque
la protéine est pré-incubée avec la suspension bactérienne avant mise en croissance. On peut
cependant noter que le pH acide ralentit le démarrage de la phase exponentielle de croissance,

en particulier pour la souche mutante Ea ams.

2.6.4 Oligomeérisation de la MAAGG10 selon le pH

L'ensemble des données présentées suggérent que l'agglutination bactérienne par
MdAGG10 est pH-dépendante. Afin de déterminer quel est le role du pH sur les capacités
d’agglutination de MdAGG10 nous avons étudié par chromatographie d’exclusion le
comportement d’oligomérisation de la protéine dans des solutions salines dont le pH varie de
3,9 a 5,4 (Figure 2.6.4). Etant donné la faible concentration en protéine de la solution injectée
dans la colonne, nous avons opté pour |'utilisation d’un détecteur a fluorescence en sortie de

colonne. Les profils de chromatographie d’exclusion ainsi obtenus montrent qu’a pH 5,4, la
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Figure 2.6.4 : Oligomérisation de MdAGG10 a pH acide. (A) Chromatographie d'exclusion stérique
(Superdex 75 10/300 GL) de la MdAGG10 solubilisée dans un tampon d’acétate de sodium 50 mM et de NaCl 150
mM a différents pH (violet : 5,4 ; vert : 4,9 ; orange : 4,4 et bleu : 3,9). Les fleches indiquent les volumes
d’élution des marqueurs de taille moléculaire dilués dans le tampon a pH 5,4. Tous les échantillons sont
centrifugés 5 min a 15000 x g avant injection dans la colonne. (B) Spectre de fluorescence intrinseque de
MdAGG10 dans un tampon de Tris-HCI 50 mM et de NaCl 150 mM a pH 8,5 (rouge) ou un tampon d’acétate de
sodium 50 mM et de NaCl 150 mM a différents pH (violet : 5,4 ; vert : 4,9 ; orange : 4,4 et bleu : 3,9). La
longueur d'onde d'excitation est de 280 nm. Les cercles pleins correspondent aux échantillons solubilisés non
centrifugés. Les cercles vides correspondent aux surnageants des échantillons solubilisés aprés 5 min de
centrifugation a 15 000 x g.



solution contient un mélange de dimeres et de monomeéres de la protéine MdAGG10 (Figure
2.6.4A). Lorsque le pH est abaissé, l'intensité des pics diminue progressivement jusqu’a
atteindre un niveau trés faible de détection a pH 3,9. Nous avons supposé que |'abaissement de
I'intensité du signal peut résulter soit de I'extinction de la fluorescence a des valeurs de pH
inférieures a 5,4, soit d’'une formation d’agrégats multimériques de MdAGG10 systématiquement
éliminés par I'étape de centrifugation qui précede l'injection dans la colonne. Pour tester cette
derniére possibilité, nous avons dosé par fluorimétrie les surnageants des échantillons préparés
de la méme maniére et comparé les valeurs de fluorescence obtenues avec celles mesurées sur
des échantillons non centrifugés (Figure 2.6.4B). Une forte fluorescence a été détectée pour tous
les échantillons non-centrifugés écartant I’hypothése d’extinction de la fluorescence dépendante
du pH. De plus, les surnageants de tous les échantillons centrifugés ont montré une intensité de
fluorescence réduite par rapport aux échantillons non centrifugés, d'environ 5% a pH 8,5 ; 30%
a pH 5,4 et 90% a pH égal ou en dessous de 4,9, ce qui est cohérent avec les résultats observés
par chromatographie d'exclusion. L'ensemble de ces expériences indiquent que la protéine
MdAGG10 subit des processus d'oligomérisation dépendants du pH, a partir de monomeéres a pH
8,5 pour conduire a la formation de diméres a pH 5,4, et aboutissant finalement a la formation
d'agrégats suffisamment volumineux pour sédimenter par centrifugation a des valeurs de pH

égales ou inférieures a 4,9.

2.6.5 Implication des charges électriques dans l'interaction

de MdAGG10 avec les ligands

Afin de vérifier si les conditions de pH optimales pour une agglutination sont réunies in
vivo, nous avons mesuré les variations du pH apolastique et la conductivité dans des tissus
foliaires de semis, pré-traités 4 jours auparavant a I’ASM ou a l'eau, puis infiltrés par Ea WT
(Figure 2.6.5.1A, B). Les disques foliaires ont été infiltrés par une solution de MES faiblement
tamponnée (0,1 mM ; pH 5,9) contenant Ea WT ou non, et incubés pendant 48 h dans un tampon
MES fraichement préparé. Une forte diminution du pH est observée, de 5,9 a 5,2, pour les
disques infiltrés par Ea WT peu importe le traitement effectué (Figure 2.6.5.1A). En effet, le pH
ne difféere pas entre les disques pré-traités a I’ASM et a I’eau mais seulement entre les disques
infiltrés ou non par la bactérie. De plus, cette diminution du pH observée pour les tissus infectés
est corrélée avec les fuites d’électrolytes, déclenchées par linfection bactérienne (Figure
2.6.5.1B).

Pour tenter de comprendre les propriétés agglutinantes de la protéine MdAGG10 a pH
acide, nous avons calculé le potentiel électrostatique de surface du modeéle structural de cette
derniére a pH 4,0 et pH 7,5 (Figure 2.6.5.1C, D). Une surface fortement chargée positivement

est observée sur la protéine a pH 4, a une position qui correspond au site de liaison des
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Figure 2.6.5.1 : Modulation du pH (A) et de la conductivité (B) induite par Ea WT dans les

tissus de pommier et conséquences sur les sites fonctionnels prédits de MdAGG10 (C, D).
Cinétiques de changements de pH (A) et de conductivité (B) des milieux d’incubation de disques foliaires de semis
de pommier Golden Delicious prélevés 4 jours aprés traitement a I’ASM ou a l'eau, et infiltrés avec Ea WT ou un
tampon MES a TO. Moyennes (et écarts-types) de 3 répétions biologiques réalisées au cours d’une seule
expérience. Chaque répétition biologique correspond a un milieu MES dans lequel incubent une vingtaines de
disques foliaires. (C, D) Prédictions des surfaces électrostatiques du modéle de MAAGG10 calculées a pH 4 (C) et a
pH 7,5 (D) a l'aide du logiciel PyMol. Les couleurs bleu, blanc et rouge indiquent respectivement les charges
positives, neutres et négatives. (E) Superposition de la structure 3D prédite de MAAGG10 (bleu) a la structure
d’une partie de I'amaranthine d’A. caudatus, qui a servi a la prédiction du modeéle (PDB : 1jlx, résidues 1-154 en
vert) incluant la position du ligand Gal-B1,3-GalNAc-a-O-benzyl (orange). Les structures C, D et E sont présentées
dans la méme orientation.



disaccharides de I'amaranthine d’A. caudatus (Figure 2.6.5.1E ; Transue et al., 1997). Une telle
surface chargée positivement est cohérente avec la capacité de MAAGG10 a se lier a des ligands
chargés négativement. En revanche, cette surface semble moins importante a pH 7,5 qu‘a pH
4. De plus, une surface chargée négativement apparait a proximité du site de liaison du ligand
putatif a pH 7,5, ce qui n'est pas le cas a pH 4 (Figure 2.6.5.1C, D). Ces prédictions nous ont
conduit a supposer que le résidu terminal a-p-Galp4,6(R)Pyr de la chaine latérale de
I'amylovorane, chargé négativement dans des solutions a pH supérieur a 3, pourrait constituer
le ligand de MdAGG10, qui interagit avec la surface chargée positivement a pH 4 mais qui est
repoussé par les charges négatives voisines a pH 7,5. Des expériences d'agglutination
compétitive réalisées avec une gamme de concentrations de polysaccharides capsulaires (CPS)
des sérotypes K21, K26 et K74 de Klebsiella pneumonia, produisant tous un résidu terminal p-
Galp4,6(R)Pyr sur la chaine latérale de leur unité répétitive, ont montré une inhibition de
I'agglutination d’Ea ams par MdAGG10 (Figure 2.6.5.2). De facon intéressante, les seuils de
concentration permettant cette inhibition étaient similaires a celui mesuré pour I'EPS d’Ea WT.
En revanche, I'EPS non chargé de Lactobacillus helveticus K16 n'a pas pu entraver les propriétés
d'agglutination de MAAGG10 aux mémes concentrations. Nous nous sommes ensuite demandé
si le composé synthétique a-D-Galp4,6(R)Pyr-OMe est capable d‘inhiber a lui seul I'agglutination
de Ea par MdAAGG10. Nos résultats montrent que méme a 0,1 M, ce composé n'est pas capable
d'inhiber I'agglutination de Ea ams par MdAGG10, suggérant que d'autres caractéristiques
complémentaires de I'EPS sont nécessaires pour que le ligand s’associe a la protéine MAAGG10.
D’autres tests d'inhibition de I'agglutination de MdAGG10 ont été réalisés, incluant des
dénaturations thermiques ou I'addition de CaClz, d'EDTA et de divers composés glycosylés. Parmi
toutes les conditions testées, seules la carboxyméthylcellulose et la pectine, deux
polysaccharides chargés négativement, inhibent |'agglutination provoquée par MdAGG10.
Finalement, les propriétés agglutinantes de la MdAGG10 semblent identiques au facteur
agglutinant présent dans une fraction protéique de pommier caractérisé par Romeiro et al.
(1981b). Cette comparaison suggeére fortement que la maline précédemment identifiée par ces

auteurs correspond aux MdAGGs que nous avons caractérisées.

2.7 Discussion

Lorsqu’un agent pathogéne passe au travers des premiéres lignes de défenses
constitutives de la plante, la rapidité et I'efficacité de réponse de I'h6te déterminent I'issue de
I'interaction : résistance ou maladie. Les SDP peuvent anticiper cette attaque en induisant les
défenses des plantes (Walters et al., 2007 ; Oliveira et al., 2016). Dans le cas du pommier,
I’ASM est connu pour protéger contre le feu bactérien et induire I'expression de nombreux génes
impliqués dans les défenses, tels que ceux codant des protéines PR (Brisset et al., 2000 ;
Maxson-Stein et al., 2002 ; Dugé de Bernonville et al., 2014 ; A¢imovic et al., 2015 ; Marolleau
et al., 2017). Parmi les génes élicités par I’ASM, Warneys et al. (2018) ont identifié les MdAGGs
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Polysaccharides bactériens Mono-, di-, polysaccharides and autres traitements

Facteur Facteur
Inhibiteur testé MdAGG10 agglutinant Inhibiteur testé MdAGG10 agglutinant
K. pneumoniae K21 + nd Chaleur (30 min / 100°C) - -
CaCl, (5mM) - -
EDTA (5mM) - .
K. pneumoniae K26 + nd D-glucose (5mM) _ _

D-galactose (5mM) - -
D-fructose (5mM) - -
K. pneumoniae K74 nd L-arabinose (5mM) - -
L+rhamnose (5mM) - nd
Acide galacturonique (5mM) - -
E. amylovora WT + + D-+tréhalose (5mM) - nd

Sucrose (5mM) - -

.

Maltose (5mM) - nd
L. helveticus K16 - nd , .
N-acétyl-D-galactosamine (5mM) - -
4,6-Pyr-alfa-D-Galp-OMe (5mM) - nd
Charge négative © cle O GlcA O Carboxyméthylcellulose (5mg.ml-t) + +
Pectine (5mg.ml1) + +
Gal O Man . PyrGal O (Na-poly-

galacturonate)

Figure 2.6.5.2 : Carbohydrates et traitements susceptibles d’affecter I'agglutination d’Ea

ams par MdAGG10 comparé au facteur agglutinant identifié par Romeiro et al. (1981b). Les
traitements et composés sont capables d’inhiber (+) ou pas (-) l'agglutination. nd : non déterminé. Les
concentrations minimales d’inhibition des CPS/EPS bactériens sont de 10 a 60 pug.mll. La concentration maximale
des CPS/EPS bactériens testés est de 200 pl.mlt. L'unité répétée de I'EPS bactérien est présentée pour chaque
souche bactérienne (Gal : galactose, Glc : glucose, Man : mannose, GIcA : acide glucuronique, PyrGal :galactose
4,6-O-pyruvylate).



codant des protéines appartenant a la superfamille des lectines. Ces derniéres sont largement
décrites pour leurs propriétés défensives contre les agents phytopathogeénes, car capables de se
fixer aux carbohydrates présents a leur surface. Nos travaux ont montré que le niveau
d’expression et I'accumulation protéique des MdAGGs offrent une meilleure corrélation avec la
résistance induite par les SDP que ceux des deux protéines PR, MdPR-2 et MdPR-10, largement
étudiées par le laboratoire. La protéine MdPR-2 a peu de chance d'avoir un role direct sur les
bactéries, s’agissant d‘une B-1,3-glucanase capable d'hydrolyser les parois des cellules
fongiques. Surexprimées dans des plantes transgéniques, elles améliorent la résistance contre
des agents pathogénes fongiques chez diverses espéces végétales (Balasubramanian et al.,
2012). L’activité ribonucléase conférée par certaines PR-10 montre, quant a elle, des propriétés
antimicrobiennes contre les bactéries, les champignons et les virus (Liu et Ekramoddoullah,
2006). Dans notre cas, I'expression et I'accumulation de MdPR-10 ne sont pas systématiquement
associées a l'efficacité de protection conférée par les SDP, ce qui va a lI’encontre d’un role de

cette famille de protéines PR dans la résistance au feu bactérien.

Les MdAGGs sont fortement exprimées localement dans les semis de pommier suite a
I'application d’ASM, qui provoque ensuite leur induction systémique dans I'ensemble des parties
aériennes de la plante mais a une moindre intensité. L'analyse des fluides apoplastiques n’est
pas en faveur d’une sécrétion et d'un transport extracellulaire, en accord avec |'absence de
peptide signal décrit chez toutes les lectines de la famille des amaranthines (Dang et al., 2017).
Il est probable que leur induction systémique soit associée a un signal déclenchant leur
expression au niveau transcriptionnel. La tendance de ce signal a se diriger préférentiellement
vers les jeunes organes depuis les tissus plus matures suggére un mouvement source/puit a
partir des vaisseaux vasculaires. En effet, les différentes molécules « signales » connues de la
SAR sont émises a partir du point d’infection et dispersées de maniére systémique a travers les
réseaux du phloéme (Shine et al., 2019). Cependant, I'expression des MdAGGSs n’est pas toujours
corrélée a leur détection protéique, suggérant une latence traductionnelle, voire une inhibition
de leur traduction. Une telle hypothése a été proposée par Chizzali et al. (2012) pour un autre
marqueur de résistance vis-a-vis d’E. amylovora, BIS2. Ce marqueur code pour une enzyme
impliquée dans la biosynthése des biphényls, flavonoides qu’ils décrivent comme des
phytoalexines du pommier, mais qui présente aussi une disparité entre accumulation des

transcrits et des protéines aprés infection.

L'hypothése de I'implication des MAAGGs dans la résistance au feu bactérien est plus ou
moins étayée par I'étude de leur niveau d’expression dans d'autres matériels végétaux (arbres
en verger, variétés greffées en serre) et dans différents organes (fleurs, feuilles de rosette,
feuilles de pousse et fruits). Leur expression basale semble plus élevée dans les fleurs en pleine
floraison (stade F2), atteignant pour certaines d’entre elles le méme niveau d’expression que
celui de feuilles traitées a I’ASM. Ce résultat est particulierement intéressant puisque les fleurs

constituent la principale voie d’entrée d’E. amylovora, suite a une dissémination par la pluie, le
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vent ou les insectes pollinisateurs (Thomson, 2000). Cependant, I'accumulation protéique des
MdAGGs dans les fleurs reste encore a étre déterminée. De plus, le systéeme expérimental utilisé
pour cette expérience n’était pas optimal (fleurs récoltées sur des branches maintenues en survie
dans de I'eau sans apport nutritif) et pourrait avoir provoqué un stress a l'origine du niveau
d’expression élevé observé. Concernant I'expression des MdAGGs (basale ou aprées application
de I'ASM) dans les feuilles d’'une gamme de variétés (plants greffés en serre), elle ne semble
pas corrélée a leur niveau de sensibilité au feu bactérien. Cela démontre que les MdAGGs, si
elles ont un role dans la résistance a cette maladie, ne I'expliquent pas a elles seules. Elles
pourraient y contribuer aux c6tés d’autres mécanismes, comme par exemple la production de
certains produits phénoliques démontrée dans d’autres études (Chizzali et al., 2012 ; Gaucher
et al., 2013a).

Nos résultats ont montré que I'amylovorane et |'effecteur DspA/E sont impliqués dans la
répression de |I'expression des MdAGGs chez des génotypes sensibles, résultant en leur activation
modérée par la souche Ea WT, a l'inverse d’une forte activation par les mutants Ea ams et Ea
dspA/E. Malheureusement, aucune MdAGG n’est détectée en western blot dans les tissus infiltrés
par ces mutants, suggérant une latence transcriptionnelle ou une élicitation trop faible. La
détection des MdAGGs 5 jours apres infiltration d’un inoculum 10 fois plus concentré va dans ce
sens. En considérant seulement les résultats d’expression, les MdAGGs semblent étre impliquées
a la fois dans la PTI et I'ETI. La PTI est une réaction de défense rapide et a large spectre d’action
qui peut étre activée par des composants bactériens tels que la flagelline ou le LPS (Nicaise et
al., 2009). Le fait que les MdAGGs soient plus fortement exprimées en réponse a Ea ams qu’en
réponse a Ea WT suggére que I'EPS masque des PAMPs localisés a la surface membranaire d’E.
amylovora, comme cela a déja été démontré pour d’autres bactéries (Jang et Matthews, 2018).
Une autre explication complémentaire réside dans la capacité de I'EPS d’E. amylovora a chélater
le Ca?* et ainsi bloquer les flux calciques aboutissant a lI'induction des génes de défense (Aslam
et al., 2008 ; Lecourieux et al., 2006). Quant a I'ETI, il s’agit d’'une réponse activée par la
reconnaissance spécifique d’un produit de géne avr de I’'agent pathogéne pouvant étre réprimée
par des effecteurs, permettant ainsi a la maladie de se développer (Thordal-Christensen, 2020).
La surexpression des MdAGGs par Ea dspA/E par rapport a Ea WT et Ea t3ss suggéere que (i)
DspA/E est impliqué dans la répression des MdAGGs et (ii) d’autres effecteurs de type III,
sécrétés par Ea dspA/E mais pas par Ea t3ss, sont responsables dans leur induction. HrpN est
impliquée dans la translocation des effecteurs de type III dans les cellules hotes et est capable
d’éliciter les défenses du pommier (Vergne et al., 2014), tel que le dépot de callose (Boureau et
al., 2011). Nos travaux ont montré que HrpN pourrait étre aussi impliqué dans I'induction des
MdAGGs puisque les semis infiltrés par Ea hrpN expriment autant les MdAGGs que ceux infiltrés
par Ea t3ss. Il reste cependant a déterminer si cette activité inductrice repose sur la détection
de HrpN en tant que tel, ou sur l'activité d'un autre effecteur HrpN-dépendant. En revanche,
I'effecteur DspA/E semble clairement impliqué dans la répression des MdAGGs, ce qui concorde

avec d'autres fonctions répressives déja rapportées (Boureau et al., 2006 ; Dugé De Bernonville
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et al., 2012) Ces résultats sont cohérents avec la détection des protéines MdAAGGs dans les tissus
infiltrés par Ea DspA/E et en moindre quantité dans ceux infiltrés par Ea t3ss 5 jours apres
infiltration. Cependant, cette analyse protéique est a considérer prudemment puisque la quantité
de protéines totales déposée dans les puits est 5 fois plus importante qu’a I'accoutumée pour

obtenir une détection clairement visible.

L'EPS est essentiel pour la colonisation d’E. amylovora dans |'apoplaste de I'hote
(Steinberger et Beer, 1988 ; Bellemann et Geider, 1992 ; Tharaud et al., 1994). Nos tests de
compétition entre I'EPS et MAAGG10 montrent que I'EPS libre est impliqué dans l'inhibition de
I'agglutination par la protéine MdAGG10. L'agglutination d’Ea WT est possible seulement i) en
absence de son EPS libre, et ce phénomeéne est d’autant plus marqué avec la bactérie mutante
Ea ams, totalement dépourvue d’EPS et ii) a des pH inférieurs a 4,8. Nos expériences ex-planta
de mesure du pH apoplastique de disques foliaires indiguent un abaissement du pH suite a
I'infection par Ea WT, comme cela a déja été observé par Pontais et al. (2008). Néanmoins, le
pH mesuré n'atteint jamais une valeure inférieure ou égale a 4,8 et ce méme pour les disques
issus de feuilles prétraitées a I'’ASM. Cela n’exclut pas que la fuite de protons des cellules
végétales puisse diminuer localement le pH apoplastique en dessous du pH mesuré dans le milieu
comme suggéré par Thibaud et al (1988), et atteindre les conditions requises pour I'agglutination
d’E. amylovora in planta. La modification rapide du pH de l'apoplaste induite par un agent
pathogéne est un phénomeéne qui a également été analysé chez A. thaliana lors d'une infection
par Fusarium oxysporum. Dans ce cas, ce processus est étroitement régulé par les pompes a
protons qui permettent une acidification trés rapide de I'apoplaste suite a la perception d'une

molécule dérivée de I'agent pathogéne (Kesten et al., 2019).

Dans des conditions acides, E. amylovora est agglutinée par MdAAGG10 seulement en
absence d’EPS libre. A l'inverse, ajouter de I'EPS purifié inhibe I'agglutination du mutant Ea ams,
dépourvue d’EPS. Romeiro et al. (1981b) avaient déja identifié dans une fraction protéique
obtenue a partir de graines de Malus sylvestris x ranetka ou de feuilles du génotype « Red
Delicious » un facteur agglutinant capable d'agréger les cellules d’E. amylovora. Comme
MdAGG10, ce facteur agglutinant est inhibé par des quantités croissantes d’EPS d’E. amylovora
et n'est pas affecté par la dénaturation thermique, le CaClz, I'EDTA ou divers sucres simples
(Romeiro et al., 1981b). Ces auteurs ont également démontré que le facteur agglutinant interagit
spécifiguement avec la région centrale du LPS d’E. amylovora (Romeiro et al., 1981a). Notre
étude montre que I'ajout du LPS d'E. amylovora est aussi capable d'inhiber I'agglutination des
cellules bactériennes par MAAGG10. Nous rapportons également que I'agglutination de MdAAGG10
est inhibée par le LPS d'E. coli O55:B5, qui posséde des résidus chargés négativement dans sa
région centrale et des chaines latérales O non chargées (Rodriguez-Loureiro et al., 2018). Dans
I'ensemble, ces résultats suggeérent fortement que le mystérieux facteur d'agglutination de

Romeiro et al. (1981b) correspond aux MdAGGs. En raison du haut degré de conservation des
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séquences protéiques, nous formulons I'hypothése que I'ensemble de la famille des MdAGGs a

une fonction redondante.

Les MdAGGs appartiennent a la famille des amaranthines, dont le membre fondateur a
été isolé a partir de graines d'A. caudatus et est caractérisé par deux domaines agglutinines
disposant chacun d’un site de liaison au Gal-B1,3-GalNac-a-0O-benzyl (Transue et al., 1997). Il
a récemment été découvert que les lectines appartenant aux amaranthines sont répandues dans
le regne végétal, bien qu'elles puissent coder une diversité de protéines contenant un ou
plusieurs domaines agglutinines, éventuellement fusionnés a d’autres domaines protéiques
(Dang et al., 2017). Pour le pommier, les 17 MdAGGs sont des lectines définies par un seul
domaine agglutinine. Le modéle structural de MdAAGG10 suppose une association dimérique en
téte béche qui permet la liaison de deux ligands (Warneys et al., 2018). Nos résultats de
chromatographie d’exclusion fournissent des preuves expérimentales que MdAGG10 a tendance
a s'auto-associer en tant que dimeres dans des conditions modérément acides, conduisant
finalement a la formation d’agrégats de plus hauts poids moléculaires lorsque le pH est abaissé
davantage, soutenant ainsi cette prédiction. Le ligand de I'amaranthine, le Gal-B1,3-GalNac-a-
O-benzyl (Transue et al., 1997), n’est présent ni dans la composition de I'amylovorane (Nimtz
et al., 1996) ni dans celle du LPS d'E. amylovora (Ray et al., 1986 ; Casillo et al., 2017).
Cependant, nous avons constaté que les polysaccharides acides sont capables d'inhiber
I'agglutination des cellules bactériennes par MdAGG10. Cette propriété semble évidente en
particulier pour les polysaccharides bactériens acides arborant des résidus de galactose
pyruvylés en position terminale de leurs chaines latérales. De maniére intéressante, des souches
d'E. amylovora affectées dans la biosynthése de ce résidu terminal de galactose pyruvylé se sont
avérées incapables de se propager de maniére systémique chez le pommier (Wang et al., 2012),
conduisant les auteurs de ces études a émettre I'hypothése que cet EPS pyruvylé apporte un
avantage a la bactérie. La modélisation des charges de surface de MAAGG10 montre la présence
d'une zone chargée positivement dont la position correspond au site de liaison de I'amaranthine,
suggérant ainsi que cette surface est le site de liaison pour les chaines latérales chargées
négativement de I'EPS. Cette interaction charge-charge, déja suggérée par Romeiro et al.
(1981b), est renforcée par nos résultats montrant que divers polysaccharides acides inhibent
I'agglutination cellulaire provoquée par MdAGG10. Bien que nous ayons montré que les
polysaccharides acides sont impliqués dans cette liaison, nous n'avons pas encore été en mesure
d'identifier le ligand minimal de la lectine MdAGG10.

D’autres lectines végétales montrent des propriétés agglutinantes des bactéries
phytopathogenes (Peumans et Van Damme, 1995). Les agglutinines issues du mais et de la
pomme de terre sont capables d’agglutiner respectivement des souches avirulentes de Pantoa
stewartii et de Ralstonia solanacearum ou des souches virulentes lavées de leur EPS diffus
(Sequeira et Graham, 1977 ; Bradshaw-Rouse et al., 1981). L'agglutinine de la pomme de terre

est capable de se fixer au LPS, de maniére spécifique au lipide A (Sequeira et Graham, 1977) ou
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Figure 2.7 : Modéle de l'interaction E. amylovora - MdAGGs aux premiers stades de
I'infection dans un pommier sensible naif (A, B, C) ou préalablement traité par I’ASM (D, E,

F). (A) E. amylovora pénétre dans l'apoplaste d'un jeune organe. La bactérie est modérément capsulée dans cet
environnement pauvre en nutriments mais suffisamment pour masquer ses PAMPs et limiter [|'élicitation des
défenses. (B) Pour se nourrir et se développer, la bactérie injecte ses effecteurs dont DspA/E qui réprime
I'expression des MdAGGs élicitées par d'autres effecteurs, provoque une acidification du pH apoplastique et induit
la mort cellulaire. (C) La rupture de la membrane libére le contenu cellulaire et enrichit I'apoplaste en glucides (ex:
sorbitol), permettant a la bactérie de produire une grande quantité d'EPS progressivement libérés sous forme
d'EPS libres. Les cellules bactériennes, ainsi protégées de I'agglutination des MdAGGs éventuellement produites en
amont de la progression bactérienne, se propagent et colonisent d'autres tissus. (D) Dans la plante traitée par
I’ASM, les cellules contiennent déja des protéines MdAGGs. (E) Les premieres cellules de la plante tuées par les
bactéries modérément capsulées permettent la libération des MdAGGs avec les nutriments et autres molécules de
défense possibles ainsi qu’une acidification des espaces intercellulaires. Les MdAGGs se lient aux glycanes de la
surface bactérienne, tels que les EPS et les LPS, et limitent ainsi I'action des bactéries. (F) La disponibilité limitée
de nutriments empéche les bactéries de produire de grandes quantités d'EPS et de saturer complétement les
MdAGGs avec de I'EPS libre. Les bactéries subissent une agglutination, limitant leur propagation systémique et
rendant les corps agglutinés plus vulnérables aux autres défenses.



par des interactions charge-charge (Duvick et Sequeira, 1984). La WGA est connue pour inhiber
la croissance de champignons phytopathogénes en se liant aux résidus N-acétylglucosamine de
la chitine composant leur paroi (Ciopraga et al., 1999), mais nous avons aussi observé que la
WGA est capable d’agglutiner Ea ams a pH acide. L'ensemble de ces résultats suggerent que les
lectines végétales comme les MdAGGs sont capables, peut-étre plus généralement qu'on ne le
pense, de se lier aux glycanes chargés négativement dans la mesure ol ils sont libérés dans un
environnement électro-chimique approprié. Cela implique un spectre plus large de cibles pour
les lectines défensives inductibles, ou celles-ci pourraient se lier aux composants de surface des
agents pathogenes fongiques et bactériens, mais aussi aux entérocytes intestinaux des insectes

phytophages, entravant ainsi une nutrition efficace (Peumans et Van Damme, 1995).

Notre étude nous ameéne a établir un modeéle d'invasion d'E. amylovora dans des
génotypes de pommiers sensibles traités ou non a I'ASM (Figure 2.7). La relation entre E.
amylovora et les protéines MdAGGs est un exemple de la course entre I'agent pathogene et son
hote qui repose sur un déploiement rapide et approprié des molécules de défense par rapport
aux molécules d'attaque. Le succes de la maladie dépend de la capacité d'E. amylovora a se
nourrir et a se défendre contre les défenses de I'hote, tandis que la réaction de I'h6te est critique
; une réponse rapide peut affecter la résistance alors qu'une réponse retardée est ouverte a la
manipulation par l'agent pathogéne, conduisant a la sensibilité. Selon notre modeéle, I'infection
de plantes naives par E. amylovora conduit a une expression retardée de |'expression des
MdAGGs en raison de I'EPS masquant les PAMPs et de l'injection de DspA/E via le T3SS. Au fur
et a mesure que la mort cellulaire se produit, les nutriments libérés alimentent la multiplication
bactérienne. En particulier le principal sucre de transport des Rosacées, le sorbitol, connu pour
stimuler la synthése d'amylovorane (Wallaart, 1980), permet aux bactéries de libérer
progressivement de I'EPS libre (Bellemann et al., 1994). Ainsi, méme si quelques MdAGGs sont
produites et libérées, les bactéries synthétisent suffisamment d'EPS libre pour échapper a
I'agglutination et a I'exposition a d'autres composés de défense de la plante. E. amylovora est
alors capable de se propager progressivement dans I'apoplaste et le long des tissus conducteurs,
conduisant a une maladie systémique. Lorsque les défenses de la plante sont amorcées avant
I'infection avec un éliciteur tel que I’ASM, notre modéle suppose que l'accumulation de composés
défensifs tels que les MAAGGs permet a I'h6te d'étre prét, avant méme que la bactérie n'ait
atteint le statut métabolique approprié lui permettant d'échapper a ces éventuels effecteurs de
résistance. La rupture membranaire induite par les bactéries conduit a leur agglutination par
I'acidification de I'apoplaste ainsi que par la libération des MdAGGs accumulées. Bien que ce
modele soit construit sur des études in vitro, les travaux de Huang et al. (1975) vont dans ce
sens : ils ont en effet réalisé des observations par microscopie électronique de tissus de feuilles
de pommier infectés par E. amylovora non capsulée, et ont remarqué que des « granules
semblent agglutiner des cellules bactériennes ». Le fait que ces granules puissent étre

composées notamment d'oligoméres de MdAGGs reste encore a démontrer. A noter que notre
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modéle n'exclut pas I'action antimicrobienne d'autres composés de défense produits en réponse

a I'ASM, qui pourraient étre d'autant plus efficaces que les bactéries sont agglutinées.

En conclusion, nos données démontrent que les MdAAGGs sont de possibles candidats en
tant qu'effecteurs de résistance du pommier vis-a-vis du feu bactérien et d’excellents marqueurs
d'induction de défenses par les SDP. La confirmation du réle de cette famille de protéines dans
la résistance du pommier contre E. amylovora nécessite cependant des investigations
complémentaires, notamment par une validation fonctionnelle in planta et une compréhension

plus approfondie de leur mode d'action.
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Figure 3 : Triangle de la maladie de McNew revisité par Scholthof (2007). 1l présente les
interactions entre les facteurs susceptibles de réduire une épidémie : la prévalence de la maladie, la sévérité du
stress abiotique, la maturité de la plante et sa sensibilité génétique. L'échelon 0 correspond au niveau le moins
impactant sur la santé de la plante et le sommet étoilé a I’état le plus altéré par la maladie. La durée de l'infection
et la virulence de la maladie sont des facteurs susceptibles d'impacter les dommages causés, en interagissant
respectivement avec la phénologie et I’'environnement, et avec la sensibilité de I'héte et I'agent responsable de la
maladie (Scholthof, 2007).



3 Etude de l'effet de la chaleur sur l'efficacité de

I’ASM

Les plantes sont des organismes sessiles assujettis aux contraintes multiples de leur
environnement auxquelles elles doivent s’adapter pour survivre. Les facteurs abiotiques
impactent a la fois l'incidence et 'agressivité des agents phytopathogenes ainsi que la capacité
de la plante a réagir face aux maladies. Ces interactions qui définissent le devenir de la maladie
peuvent étre appréhendées avec le triangle de la maladie, formulé en 1960 par George McNew
(Figure 3 ; Scholthof et al., 2007). Ces interactions sont complexes, notamment du fait que les
réponses des plantes a des stress combinés different de celles induites par des stress individuels
(Pandey et al., 2015 ; Zhang et Sonnewald, 2017). Il est cependant nécessaire de comprendre
guelles conséquences les facteurs environnementaux ont sur les pathosystemes, afin de mieux
prévoir et controler les risques dans les cultures (Scholthof et al., 2007). Ainsi, la seconde partie
de ma thése cherche a déterminer I'impact combiné d’un stress abiotique, la chaleur, et de la
stimulation des défenses par un SDP, I'’ASM, sur la résistance du pommier vis-a-vis du feu

bactérien.

3.1 Généralités sur les stress biotiques combinés

aux stress abiotiques : exemple de la chaleur

3.1.1 Défenses des plantes faces aux contraintes

environnementales

3.1.1.1 Role du statut physiologique dans la pathogénie

Lorsque les conditions environnementales sont favorables, les plantes vont privilégier leur
croissance et leur développement. Cet état de croissance active est lié a un enrichissement en
nutriments de la plante (Karthika et al., 2018) mais aussi en composés potentiellement
favorables a I'établissement des bioagresseurs qui s’en nourrissent (Fatima et Senthil-Kumar,
2015). En effet, certaines études montrent que la fertilisation en potassium, magnésium ou
azote, peut favoriser une sensibilité accrue aux maladies (Snoeijers et al., 2000 ; Amtmann et
al., 2008 ; Huber et Jones, 2012 ; Lekberg et al., 2021). Les réponses défensives aux

bioagresseurs sont énergétiquement co(iteuses pour la plante et nécessitent la relocalisation du
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Figure 3.1.1.2 : Evénements clés impliqués dans la transduction de signaux activés en
réponse a des stress biotiques et abiotiques (Atkinson et Urwin, 2012)



métabolisme primaire au détriment de leur croissance et développement (Bolton, 2009 ; Huot
et al., 2014). L'accumulation préalable de composés défensifs carbonés suite a I'apport en excés
de photosynthétats dans des tissus susceptibles d’étre attaqués, tels que les tannins
(polyphénols) ou la lignine, augmente les chances de survie face aux bioagresseurs (Chapin et
al., 1987 ; Lerdau et Coley, 2002). De méme, l'accumulation de ressources mobilisables pour
les défenses actives peut favoriser la résistance face aux maladies (Bhaduri et al., 2014). Ainsi,
des situations de résistance peuvent aussi étre corrélées a l'apport des nutriments évoqués
précédemment (Snoeijers et al., 2000 ; Amtmann et al., 2008 ; Huber et Jones, 2012). L'impact
nutritionnel differe selon le pathosystéme. Par exemple, I'apport d’azote confére une sensibilité
accrue de la tomate vis-a-vis de Pst et O. lycopersicum, mais ce n’est pas le cas vis-a-vis de B.
cinerea. (Hoffland et al., 2000). Ces situations de résistance peuvent aussi varier selon la forme
d’azote disponible et sa métabolisation, notamment chez le concombre, pour qui I'apport de
nitrate confére une meilleure résistance contre Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum que

I'apport en ammonium (Wang et al., 2016a).

3.1.1.2 Impact des stress abiotiques sur les défenses

Les facteurs abiotiques engendrant des stress peuvent influencer l'issue de l'interaction
dans un sens ou dans l'‘autre. En effet, la plupart de ces facteurs conditionnent I'état
physiologique et le métabolisme de la plante et impactent par la méme occasion le déroulement
des maladies (Mittler et Blumwald, 2010 ; Suzuki et al., 2014). De nombreuses perturbations
abiotiques peuvent étre des facteurs aggravant de la maladie, tels que la sécheresse pour des
maladies fongiques (F. solani sur pois chiche ; Sinha et al., 2019), le froid pour des maladies
virales (Cymbidium ringspot virus sur tabac Szittya et al., 2003) ou le stress salin pour des
maladies causées par des oomycetes (Phytophthora spp. sur tomate ; DiLeo et al., 2010). Pour
ces deux derniers exemples, |'accroissement de sensibilité est lié a l'inhibition de mécanismes
de résistance, tel que le silencing d’ARN viral par le froid (Szittya et al., 2003), ou a l'activation
de facteurs de sensibilité, tel que I'accumulation d’ABA par le stress salin (DiLeo et al., 2010).
Certains acteurs de la tolérance aux stress abiotiques modulent négativement la résistance aux
agents pathogénes. C’est le cas d'une MAPK du riz (OsMAPK5) qui est induite en réponse a divers
stress abiotiques (la sécheresse, le sel, le froid, etc.) et biotiques (Magnaporthe grisea, etc.). La
surexpression du gene OsMAPK5 dans des plantes transgéniques confére une tolérance aux
stress abiotiques alors que sa délétion confére une résistance a des maladies bactériennes
(Burkholderia glumae) et fongiques (M. grisea) avec une induction de protéines PR (Xiong et
Yang, 2003). A lI'inverse, ces mémes stress abiotiques peuvent promouvoir la résistance contre
d’autres agents pathogénes, notamment s'ils surviennent avant l'infection et potentialisent les
mécanismes de résistance. C'est le cas de la résistance a P. syringae pv. tabaci promue par la
sécheresse chez le tabac, et qui est corrélée a I'accumulation préalable de ROS durant le stress

abiotique (Ramegowda et al., 2013). Une autre étude a montré que le stress salin et la
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Figure 3.1.2 : Prévisions des changements de températures moyennes des terres cultivées
sur 30 années, centrées sur 2020 et 2050. Les scénarios sont déterminés par le modéle climatique
HadCM3 (Hadley Centre Coupled Model, version 3). Les scénarios 1 et 2 représentent les plus grands et moins
grands changements de températures annuelles du modele (Gornall et al., 2010).
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Figure 3.1.2.1 : Effet du stress chaleur sur la physiologie des plantes. Les fleches noires
vers le haut et le bas indiguent respectivement les processus induits/activés ou
réprimés/désactivés. PSII : photosystéme II ; Rubisco : ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase ; ROS : reactive oxygen species (Zhao et al., 2020).



sécheresse conféraient une résistance a O. neolycopersici chez la tomate (Achuo et al., 2006).
Un passage au froid avant infection par Pst contribue a la réduction de la maladie chez
A. thaliana, notamment en induisant les défenses liées a la voie du SA (Wu et al., 2019). Ainsi,
certains acteurs induits en réponse aux stress abiotiques et biotiques conférent une résistance
synergique a ces stress multiples. Par exemple, un facteur de transcription ERF/AP2 du poivron
(CaPF1) est induit en situation incompatible (Xanthomonas axonopodis pv glycines, etc.) et au
cours de stress abiotiques (sécheresse, froid, stress salins, etc.). La surexpression de CaPF1
chez A. thaliana confere une résistance a Pst et au froid (Yi et al., 2004). Globalement, de
nombreux exemples d’antagonisme, mais aussi de synergie, entre tolérance aux stress
abiotiques et résistance aux bioagresseurs ont été caractérisés et impliquent différents acteurs
des voies de signalisation (Figure 3.1.1.2). Il n'est donc pas possible, a I'heure actuelle, de

dresser un tableau universel de |'interaction stress biotique x stress abiotique.

3.1.2 Impact de la chaleur sur la physiologie et les

défenses

Le changement climatique, défini par la variation significative des parameétres climatiques
sur une période étendue (Dow et Downing, 2016), oblige a anticiper les dégats qui seront
occasionnés sur les cultures par les bouleversements en cours. Ce phénomeéne intégre le
réchauffement global planétaire, correspondant a I'augmentation des températures moyennes
(Figure 3.1.2), mais aussi des événements climatiques extrémes, comme de fortes vagues de
chaleur. Ces changements de températures ont des conséquences directes sur ['état
physiologique des plantes, mais aussi sur les maladies (Gornall et al., 2010). Ainsi, une
augmentation des températures peut augmenter/diminuer la virulence d’agents pathogénes
capables ou non de tolérer ces nouvelles conditions, mais aussi interférer avec le déploiement
des mécanismes de défense de la plante. Les prédictions actuelles suggérent que I’élévation des
températures engendrerait globalement des impacts négatifs sur l'agriculture, puisque ce
phénomeéne participerait aussi a I'’émergence de nouvelles maladies (Elad et Pertot, 2014 ;
Velasquez et al., 2018). Ainsi, la chaleur représente I'un des stress les plus préoccupants pour

I'avenir, dont I'effet sur la mise en place des défenses doit étre élucidé pour mieux s’y préparer.

3.1.2.1 Impacts négatifs d'un stress chaleur sur la plante

La chaleur est le stress abiotique le plus préjudiciable pour I'agriculture puisqu’il altére
sévérement la croissance et le développement des plantes et peut parfois étre létale
(Hasanuzzaman et al., 2013 ; Zhao et al., 2020 ; Figure 3.1.2.1). Ainsi, au niveau physiologique,
les répercussions d’une température élevée sont multiples. Tout d'abord, la chaleur affecte

négativement le taux et la durée de croissance, ainsi que la taille des organes aériens comme
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Figure 3.1.2.2 : Transduction du signal d'un stress de chaleur chez A. thaliana. La chaleur
affecte la fluidité membranaire et déclenche I’'entrée d’ions Ca2* dans la cellule par I'activation de canaux calciques.
L'instabilité membranaire (isM) déclenche une signalisation lipidique a travers l'activation des enzymes PLD
(Phospholipase D) et PIPK (phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase) qui engendrent |'accumulation de signaux
lipidiques, respectivement PA (acide phosphatidique) et PIP,/IP; (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate/d-myo-
inositol-1,4,5-trisphosphate). Le Ca2* se lie a la CaM3 (Calmoduline 3) pour activer de nombreuses kinases (CBK,
CDPK, et les phosphatases PP7) et facteurs de transcription spécifiques de la chaleur (HSF) ou les WRKY. La CaM3
peut activer un complexe HSP90 chaperonnant ROF1 qui déclenche I'accumulation d’HSF. L’accumulation de Ca2+
déclenche directement la protéine membranaire RBOHD (“respiratory burst oxidase homolog D”), ou par le biais de
CDPK qui la phosporyle. RBOHD engendre l'accumulation de ROS, par la conversion de O, en H,0,, créant une
dépolarisation membranaire et le déclenchement du réseau de signalisation ROS/rédox (signal ROS). Le signal
ROS active un régulateur transcriptionnel MBF1 (“multiprotein bridging factor 1”) et les HSF associés a des
chaperones (Chap). MBF1, qui peut étre aussi régulé par I'ET, le SA et le tréhalose, peut aussi activer ces HSF
chaperonnées ainsi que le facteur de transcription DREB (“dehydration-responsive element-binding”) impliqué lui
aussi dans la tolérance a la sécheresse. La dénaturation des protéines dans le cytoplasme est régulée par la
chaleur et par des HSF chaperonnées. L'accumulation de protéines dénaturées dans le réticulum endoplasmique
déclenche le senseur IRE1 qui régule le clivage de différents facteurs de transcription bZIP. La chaleur peut aussi
diminuer 'occupation d’histones H2A.Z au niveau des promoteurs des génes HSP. La chaleur peut inactiver les
PhyB et provoque sa translocation dans le cytosol, permettant la dérépression de PFI4 qui va activer des génes de
réponse a la chaleur. Les étoiles jaunes sont des phosphates. Les interactions caractérisées sont indiquées par les
fleches noires et celles soupgonnées par des fleches grises en pointillées (d’apres Mittler et al., 2012).



les feuilles et la tige. De plus, la chaleur diminue le rendement des cultures, en altérant la qualité
des graines, leur faculté de germination ainsi que |'’émergence des plantules. Enfin, la
déshydratation causée par la chaleur impacte le potentiel hydrique de la plante qui verra la
concentration intracellulaire en solutés (sucres solubles, protéines, etc.) augmenter, modifiant
ainsi I'osmolarité cellulaire. De plus, de fortes températures générent souvent des dommages
oxydatifs sous forme de ROS, une détérioration des photosystémes par linhibition des
photosystémes I et II ainsi que des perturbations respiratoires et membranaires. En effet, la
chaleur augmente la fluidité membranaire, et par conséquent leur perméabilité. Cela se traduit
par une altération des membranes des chloroplastes, et notamment des thylakoides, ce qui
affecte directement le transport d’électrons. La chaleur impacte aussi I'efficacité
photosynthétique en réduisant la quantité des pigments et l'activité de la Rubisco, impliquée
dans la fixation du carbone. Les dégats causés par la chaleur entrainent une mort cellulaire dans
les cas les plus séveres, qui peut s’étendre a I'organe entier, et provoquer sa sénescence. Pour
le pommier, une température atteignant les 29°C diminue la division et |I'expansion cellulaire du
fruit (Flaishman et al., 2015) et des températures situées dans un intervalle de 30 a 40°C

diminuent l'efficacité photosynthétique foliaire (Greer, 2015).

3.1.2.2 Perception de la chaleur

Une élévation de température peut étre percue de différentes maniéres chez les plantes
(Figure 3.1.2.2). D’une part, l'agitation des particules augmente avec la température, ce qui
entraine des changements de conformation des macromolécules impliquées dans d’'importantes
fonctions cellulaires (fluidité membranaire, ROS, stress osmotique, dénaturation des protéines,
désassemblage du cytosquelette, etc.). Cette perturbation globale peut déja étre percue comme
un indicateur de chaleur par la cellule végétale (Ruelland et Zachowski, 2010). Quatre senseurs
réagissant spécifiquement et différentiellement a I'élévation de température sont identifiés chez
A. thaliana. 1l s’agit (i) d'un phytochrome (ii), de canaux calciques, (iii) d'un variant histone et
(iv) de protéines non repliées situées dans le réticulum endoplasmique et le cytosol (Mittler et
al., 2012 ; Legris et al., 2016 ; Jung et al., 2016).

Le phytochrome B (phyB) est une chromoprotéine homodimérique dont chaque unité est
liée de maniére covalente a un chromophore nommé phytochromobiline. La lumiére rouge et la
chaleur conditionnent son état, I’'activant ou au contraire le désactivant. La lumiére rouge active
PhyB alors que le rouge lointain (ombrage) et la chaleur provoque son inactivation (Legris et al.,
2016 ; Jung et al., 2016). L'inactivation de PhyB entraine |’activation de régulateurs positifs de
la croissance de I'hypocotyle, une réponse typique a la chaleur chez A. thaliana. Le facteur de
transcription PIF4 (pour « phytochrome interacting factor 4 ») est un de ces régulateurs positifs
(Legris et al., 2017).

Chavonet Erwan | Caractérisation d'un effecteur de résistance du pommier & Erwinia amylovora induit par un stimulateur de défenses des plantes (ASM), et étude de I'impact de la chaleur sur I'efficacité du traitement

883! 71






Certains canaux calciques de la membrane plasmique participent a la réponse a la chaleur
en déclenchant I'entrée d’ions calcium dans la cellule végétale. Ces canaux sont probablement
activés par I'augmentation de la fluidité membranaire (Hofmann, 2009 ; Finka et al., 2012), ou
par des signaux lipidiques catalysés par des phospholipases membranaires, elles-mémes

activées par la chaleur (Singh et al., 2015).

L'altération de la structure des protéines provoquée par |'élévation de la température
dans le cytosol ou le réticulum endoplasmique est un mécanisme jouant le réle de senseurs
thermiques conservés chez les eukaryotes. En conditions normales, les chaperonnes
moléculaires (HSP pour « heat shock protein ») sont liées a des facteurs de transcription (ex :
HSF ; « heat shock transcription factor ») ce qui maintient ces derniers dans un état inactif. Lors
d’un stress thermique, les HSP sont recrutées pour pallier au mauvais repliement des protéines,
libérant les facteurs de transcription qui peuvent ainsi activer les génes liés a la réponse a la
chaleur. De plus, il existe des récepteurs reconnaissant les mauvaises conformations protéiques
dans le réticulum endoplasmique ; ce phénoméne déclenche le mécanisme nommé unfolded
protein response (UPR). Un acteur majeur de I'UPR est IRE1 (pour « inositol-requiring enzyme
1 »), qui, lorsqu’il est activé en réponse a la détection de protéines altérées, catalyse I'épissage
alternatif d'un ARNm qui conduira a la production de facteurs de transcription de type BZiP60
fonctionnels, activant a leur tour la transcription des genes de réponse a la chaleur (Sugio et al.,
2009 ; Iwata et Koizumi, 2012 ; Li et al., 2020). Toutefois, la réponse UPR est moins sensible a
la chaleur que celle impliquant les canaux calciques puisque la dénaturation des protéines

nécessite une élévation thermique trés élevée (Mittler et al., 2012).

Enfin, la température peut influencer le degré de compaction/relaxation de la chromatine,
en provoquant notamment la dissociation des variants d’histones H2A.Z de leurs sites de fixation
préférentiels. Les promoteurs de nombreux génes de réponse a la chaleur, normalement
inaccessibles a I’ARN polymérase se retrouvent ainsi libérés, ce qui permet l'activation du
programme transcriptionnel permettant a la plante de lutter contre les dégats provoqués par ce
stress (Kumar et Wigge, 2010 ; Cortijo et al., 2017).

3.1.2.3 Régulation de la réponse a la chaleur

Suite a la perception d'un changement de température, plusieurs régulateurs
transcriptionnels sont a I'ceuvre pour déclencher une réponse de tolérance. Ces régulateurs
peuvent activer cette réponse par 4 mécanismes distincts : épigénétique (méthylation ADN,
etc.), transcriptionnel (facteurs de transcription liés a la chaleur), post-transcriptionnel (ARN

non-codant) et hormonal.
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Régulation épigénétique

Les méthylations et les acétylations post-traductionnelles d’histones contribuent a la
structure de la chromatine, ainsi qu’a l'activation/répression des genes (Chinnusamy et Zhu,
2009). De nombreuses méthyltransférases/déméthylases et acétyltransférases/déacétylases
sont mobilisées pour modifier I'accessibilité des promoteurs (Zhao et al., 2020). Par exemple,
I'acétylation chaleur-dépendante d’histones peut décondenser la chromatine au niveau de
régions promotrices, améliorant leur accessibilité et ainsi la transcription. Certaines
acétyltransférases, telles que GCN5 acétylant I'histone H3 sur les résidus lysine K9 et K14, sont
par exemple essentielles au développement d’A. thaliana sous contrainte thermique. Leur
délétion ne permet pas de rendre accessible les génes impliqués dans la tolérance a la chaleur
(HSFA2, HSFA3, MBF1 pour « Multiprotein Bridging Factor 1 » et UVH6 pour « UV-hypersensitive
6 ») chez les mutants, qui présentent alors un hypocotyle plus court que les plantes sauvages
(Hu et al., 2015). L'hyperacétylation chaleur-dépendante des histones associée a I'élévation de
la transcription de HSF est aussi observée dans d’autres espéces, telles que Zea mays (Hou et
al., 2019) et Chlamydomonas reinhardtii (Strenkert et al., 2011). Les désacétylases, a lI'inverse,
retirent le groupe acétyl des histones et provoquent la répression de mécanismes essentiels a la
tolérance a la chaleur par condensation de la chromatine. Par exemple chez A. thaliana, HD2C
(pour « histone deacetylase 2 ») associée a un complexe de remodelage de la chromatine
réprime certains génes permettant d’éviter un retard de croissance d{ a la chaleur (Buszewicz
et al., 2016).

L'élévation de température modifie également le degré de méthylation des acides
nucléiques, ce qui participe a une répression de |'expression des génes situés a proximité
(Chinnusamy et Zhu, 2009). La méthylation de I’ADN impligue le placement d’'un groupe méthyl
(CH3) sur les cytosines de trois patterns possibles : CG, CHG, et CHH (H représentant A, T, ou
C ; Cokus et al., 2008). L'exposition a la chaleur provoque une augmentation globale du degré
de méthylation de I’ADN chez A. thaliana (Boyko et al., 2010) ou Quercus suber (Correia et al.,
2013). L’hyperméthylation de I'’ADN peut étre associée a une meilleure tolérance a la chaleur
puisque chez le coton, les génotypes thermosensibles ont une expression de méthyltransférases
moins élevée a la chaleur contrairement a un génotype thermorésistant (Min et al., 2014).
Cependant, la méthylation thermo-inductible affecte la tolérance a la chaleur différemment selon
les espéces, puisque les génotypes thermorésistants de Brassica napus sont a linverse
hypométhylés par rapport aux génotypes thermosensibles (Gao et al., 2014). La méthylation de
I’ADN et des histones chez les plantes est majoritairement assurée par un systéme complexe
dirigé par I'ARN (RdDM pour « RNA-directed DNA methylation »), qui permet par ailleurs le
silencing d'éléments transposables (TE pour « transposable element »). Chez A. thaliana, la
RdDM est essentielle pour la tolérance a la chaleur puisqu’elle permet de réprimer |'activation
des TE induits par ce stress (Ito et al., 2011 ; Popova et al., 2013 ; Matzke et Mosher, 2014).

Les TE sont des séquences mobiles capables de s’insérer dans d’'autres régions du génome et
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sont classifiés selon leur mode de transposition : les TE qui se copient/collent a I'aide d’un ARN
intermédiaire (classe I), et les TE qui se déplacent par un systéme couper/coller (classe II)
(Wicker et al., 2007). Les TE représentent une grande partie du génome, et nécessitent d’étre
inactivés pour éviter que leur multiplication ne soit délétére. Sous conditions stressantes, les TE
sont parfois exprimés de maniéere transitoire, et sont généralement associés a une expression
de génes de réponse au stress (Horvath et al., 2017). Les TE peuvent influencer 'expression des
genes, notamment en modifiant la structure de la chromatine ou en devenant des promoteurs

par insertion a proximité de sites susceptibles d’étre transcrits (Hirsch et Springer, 2017).

Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

Aprés perception de la chaleur, que ce soit via |'entrée de calcium qui déclenche
I'activation de protéines kinases (CDPK, MAPK, etc.), la dénaturation protéique ou le changement
de conformation d’histones, des HSF sont activés (Mittler et al., 2012 ; Figure 3.1.2.3) Les HSF
disposent d’'un domaine N-terminal capable de se lier aux éléments de stress chaleur (HSE pour
« heat stress element ») situés sur les promoteurs de génes, comme codant des chaperonnes
moléculaires HSP, pour activer leur transcription. Les HSF contrblent et déclenchent une grande
partie de la réponse de tolérance a la chaleur mais certains HSF sont aussi induits par d'autres
stress ou impliqués dans la croissance et le développement (Guo et al., 2016). Leur implication
dans la thermotolérance est avérée puisque leur surexpression dans des plantes transgéniques
leur conferent une meilleure résistance a la chaleur, et ce, pour plusieurs espéces (Zhu et al.,
2006 ; Liu et Charng, 2013 ; Xue et al., 2014). Des génes homologues a la plupart des HSF ont
été identifiés dans le génome du pommier. Le niveau d’expression des génes codant ces MdHSF
varie selon le stade de développement des feuilles, selon I'organe considéré et en fonction d’une
exposition ou non a la chaleur (Giorno et al., 2012). D'autres facteurs de transcription
appartenant a la famille des WRKY, MYB, bZIP et NAC sont également activés en réponse a
I’élévation de la température et participent a la régulation de la chaleur (Zhao et al., 2020).
Parmi les WRKY, notons WRKY25, WRKY26 et WRKY33 qui coopérent par exemple dans
I'acquisition de la thermotolérance via une voie associée a |'éthyléne et aux HSP chez A. thaliana.
(Li et al., 2011). Méme si les facteurs de transcription sont les principaux régulateurs de la
transcription des génes impliqués dans la tolérance a la chaleur, d'autres régulateurs jouent
aussi un réle important. C'est notamment les cas des ARN non codants de type micro-ARN (miR)
qui sont impliqués dans le silencing d’ARNm par des processus de dégradation ou d'inhibition de
la transcription (Roger et Chen, 2013). Chez A. thaliana, miR156 permet l'induction soutenu des
genes de tolérance a la chaleur (HSFA2, HSP) en ciblant des régulateurs négatifs comme les
facteurs de transcription SPL (pour « squamosa-promoter binding -like » ; Stief et al., 2014).
L'ensemble des acteurs transcriptionnels et post-traductionnels forme ainsi un réseau complexe

de régulation de la réponse face a la chaleur (Zhao et al., 2020).
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Régulation hormonale

Les phytohormones impliquées dans les défenses, SA, JA et I'éthylene, semblent aussi
contribuer a la tolérance a une température élevée. Ces hormones sont accumulées suite a la
chaleur et des mutants surexpresseurs de leurs voies de biosynthese posseédent une meilleure
tolérance a la chaleur. De plus, des invalidations génétiques au niveau des voies de biosynthése
du SA et de I'’éthyléne augmentent la sensibilité a I'élévation de température. Ces hormones
participent a l'activation de facteurs de transcription impliqués dans la tolérance a la chaleur,
tels que les WRKY et les HSF. D'autres hormones, I'ABA, les auxines, les cytokinines, les GA et
les brassinostéroides, plutot liées a la croissance et au développement, sont aussi accumulées
en réponse a la chaleur et induisent des génes liés a cette réponse. Des mutants déficients au
niveau de la voie de I'ABA, des auxines et des cytokinines sont altérés dans les réponses
physiologiques normalement induites par réchauffement. De plus, pour |'ensemble des
phytohormones décrites, leur application exogéne contribue a I'amélioration de la tolérance a la
chaleur, a I'exception de I'éthylene (Ahammed et al., 2016). Chez le pommier, I'accumulation
des phytohormones peut étre modulée dans le fruit par I’exposition au soleil qui génére un stress
photo-oxydant et de la chaleur. Une augmentation des concentrations en SA, JA, ET et ABA est

observée dans les tissus présentant des symptdémes de br(ilure solaire (Torres et al., 2017).

3.1.2.4 Acteurs de la tolérance a la chaleur

Les plantes assujetties a la chaleur sont contraintes de mobiliser leurs ressources pour
reprogrammer leur protéome, transcriptome et métabolome afin de prévenir et réparer les

dommages causés (Mittler et al., 2012).

HSP

Les nombreux facteurs de transcription induits par la chaleur déclenchent la transcription
de nombreux génes impliqués dans la tolérance thermique, notamment les génes HSP. Les
protéines HSP sont classées selon leur poids moléculaire en 6 familles : HSP100s, HSP90s,
HSP70s, HSP60s, HSP40s et les petites HSP. Le rGle principal de ces protéines chaperonnes est
d'empécher le mauvais repliement des protéines et leur agrégation, deux phénomeénes
provoqués par I'élévation de la température. Elles peuvent aussi étre impliquées dans la réponse
a d’autres stress abiotiques comme la sécheresse, et jouer un r6le dans l'immunité, la
signalisation hormonale et le développement (Kotak et al., 2007 ; Al-Whaibi, 2011 ; Jacob et
al., 2017). Les HSP représentent seulement une portion minime du transcriptome induit par la
chaleur. Le reste des génes induits codent des protéines impliquées dans divers processus du
métabolisme primaire et secondaire, de signalisation (calcium, phytohormones, sucres et lipides)

et de régulation transcriptionnelle et traductionnelle (Mittler et al., 2012). Chez le pommier,
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I'induction des HSP par la chaleur a été diagnostiquée aprés le stress, dans le fruit en verger
pour des températures supérieures a 30°C (Ferguson et al., 1998), dans des cultures cellulaires
de fruit a des températures comprises entre 30 et 36°C (Bowen et al., 2002) mais aussi dans
les feuilles de semis exposées a 40°C (Yao et al., 2020). Dans cette derniére étude, la
caractérisation génétique et transcriptionnelle de la famille des HSP20 a révélé qu’une partie

d’entre elles sont fortement exprimées aprés une exposition a 40°C pendant 4 h.

Antioxydants et osmoprotectants

L'un des mécanismes de tolérance a |'élévation de température est le piégeage et la
séquestration des ROS. La production d’enzymes antioxydantes, telles que les catalases (CAT),
les SOD, glutathiones réductases (GR), peroxydases (POX) et ascorbates peroxydases (APX),
protége du stress oxydatif occasionné par la chaleur. D’ailleurs, la surexpression d’'une APX chez
le pommier lui confére une meilleure résistance vis-a-vis de la chaleur (Wisniewski et al., 2002).
Cependant, leur activité est optimale dans une plage de température restreinte, déclinant a
partir d’'un certain seuil de température élevée, variable selon les espéces et les génotypes
considérés. La synthése de métabolites antioxydants, tels que |'ascorbate et le glutathion,
contribue a la diminution des dommages des ROS induits par la chaleur (Hasanuzzaman et al.,
2013). Une corrélation entre la résistance a la chaleur de certains génotypes et I'accumulation
d’enzymes et/ou métabolites antioxydants est étayée dans la littérature par de nombreux
exemples, notamment chez le blé (Almeselmani et al., 2009), la tomate (Rainwater et al., 1996),
le colza (Zou et al., 2016) ou le mais (Wu et al., 2020).

Par ailleurs, des osmolytes peuvent s'accumuler dans le cytoplasme pour préserver les
fonctions cellulaires lors de la perte en eau par osmose. La proline permet par exemple de
maintenir une pression osmotique intracellulaire qui compense la déshydratation provoquée par
la chaleur, la sécheresse, le froid ou encore le stress salin. De plus, elle stabilise les structures
et les activités des enzymes et des complexes protéiques, et maintient l'intégrité des membranes
contre les dommages causés par ces stress. Par ailleurs, la proline est aussi un chélateur de
métaux, un antioxydant et une molécule signale (Siddique et al., 2018). L’'accumulation de
proline en réponse a la chaleur est recensée dans une multitude d’espéces, telles que le mais et
le riz (Kumar et al., 2011). Il a été montré chez certaines espéces comme le piment et le blé
gue des génotypes résistants a la chaleur accumulent davantage de proline que les génotypes
sensibles (Ahmed et Hassan, 2011 ; Rajametov et al., 2021). D’ailleurs, I'application exogéne
de proline ou la stimulation de sa production par I'application de SA apporte une protection vis-
a-vis de la chaleur (Rasheed et al., 2011 ; Oukarroum et al., 2012 ; Khan et al., 2013 ; Tonhati
et al., 2020).
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Les protéines riches en proline (PRP) sont généralement ancrées dans la paroi ou la
membrane et impliquées dans I'entretien et le renforcement de la paroi cellulaire suite a un
stress. Elles peuvent étre produites par I'accumulation de proline (Stein et al., 2011). Il a
récemment été mis en évidence que les génes MdPRP du pommier sont modulés par la
température, notamment MdPRP6 qui confere une meilleure tolérance a la chaleur, une meilleure
activité antioxydante et photosynthétique, ainsi qu’une préservation de lintégrité des

membranes lorsque ce gene est exprimé dans des tabacs transgéniques (Zhang et al., 2021).

Dégradation des protéines

La chaleur peut engendrer un mauvais repliement et la dénaturation des protéines,
toxiques pour la cellule en se liant non spécifiquement a des constituants cellulaires, et altérant
la signalisation protéique. Ces constituants cellulaires altérés peuvent étre dégradés par le
processus d’autophagie. Les mutants présentant des invalidités fonctionnelles dans ce processus
sont plus sensibles a la chaleur (Zhou et al., 2013), alors que la surexpression d'un gene lié a
ce processus, MdATG18a (ATG pour « autophagosome-related »), active ce mécanisme chez le
pommier, ce qui confére a la plante une meilleure tolérance a la chaleur (Huo et al., 2020). De
maniére intéressante, la surexpression de MdATG18a augmente l'expression de génes HSP,
I'activité d’enzymes antioxydantes (SOD, POX et CAT) et l'accumulation d’antioxydants
(ascorbate, dehydroascorbate, glutathion), indiquant que MdATG18a est impliqué dans la

coordination de différents processus de réponse a la chaleur.

Modification de la composition lipidique

Suite a I'élévation de température, les plantes peuvent changer la composition de leurs
lipides pour inhiber I’'hyperfluidité membranaire et leur peroxydation. En effet, I'augmentation
de la proportion en lipides saturés, supportant mieux la chaleur, est un mécanisme de tolérance
maintenant une fluidité membranaire appropriée (Higashi et Saito, 2019). Des génotypes
résistants a la chaleur de blé ou d’agrostide rampante (Agrostis stolonifera) ont une plus forte
proportion en acides gras saturés que les génotypes sensibles (Larkindale et Huang, 2004 ;
Narayanan et al., 2016). Chez A. thaliana, une température élevée change les profils lipidiques
membranaires, en diminuant notamment certains acides gras trés insaturés (18:3) au profit
d’autres moins insaturés (18:2) ou saturés (acide palmitique, 16:0 ; Falcone et al., 1990). Par
ailleurs, les mutants déficients en désaturase des acides gras w9 du chloroplaste accumulent
davantage d’acide palmitique (16:0), ce qui améliore leur croissance a température élevée
(Kunst et al., 1989). Ce constat peut étre transposé sur d’autres espéces, telles que le tabac et
le soja, ou les mutants déficients en désaturases d’acides gras sont davantage résistants a la
chaleur (Murakami et al., 2000 ; Alfonso et al., 2001).
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Figure 3.1.2.5 : Effet de différentes élévations de température sur la survie des plantes :
thermotolérance basale (A), thermotolérance acquise par étape (B) ou graduelle (C) et
réchauffement (D). T°C,, : température optimale de croissance (Mittler et al., 2012).



Thermorégulation

Les plantes sont capables de thermorégulation (homéothermie limitée), et peuvent
ajuster leur température vis-a-vis de leur environnement (Mahan et al., 1988 ; Michaletz et al.,
2016), notamment en abaissant la température par la transpiration (Sadok et al., 2020). En
effet, au cours de leur développement, les plantes soumises a une chaleur s‘adaptent en
augmentant leur perte en eau, leur conductance stomatique et leur transpiration afin de refroidir
les feuilles (Crawford et al., 2012). Ce refroidissement est souvent associé a un changement de
morphologie, comme |'épaississement de la feuille (Konrad et al., 2020) et l'inclinaison des
organes aériens vers le haut, chez le tournesol par exemple (Helianthus annuus ; Kalyar et al.,
2013).

3.1.2.5 Réchauffement et thermotolérance

Les plantes possédent une tolérance basale a la chaleur mais celle-ci est limitée. Cette
thermotolérance peut étre appréhendée en mesurant le taux de survie des plantes aprés qu’elles
aient été soumises a un stress thermique brutal (Figure 3.1.2.5A). La capacité des plantes a
s’acclimater face a ce type de stress peut étre améliorée en appliquant des prétraitements
thermiques de moindre intensité (Mittler et al., 2012 ; Yeh et al., 2012 ; Bokszczanin et al.,
2013). Un prétraitement constitué d'un ou plusieurs épisodes de température modérée amorce
une thermotolérance acquise par étape (Figure 3.1.2.5B) alors qu’un changement progressif de
la température jusqu’a atteindre la température la plus stressante amorce, quant a lui, la
thermotolérance acquise graduelle (Figure 3.1.2.5C). Le succés d’acclimatation en cas
d’élévation de température est corrélé avec I'accumulation de protéines et de métabolites liés a
la tolérance a la chaleur. Cette accumulation est plus élevée dans le cas d’une thermotolérance
acquise, et d’autant plus si celle-ci est graduelle. En plus des différences quantitatives
d’accumulation de transcrits entre la thermotolérance acquise et basale, des différences
qualitatives sont observées entre ces deux types de réponse. En effet, certains contributeurs de
la thermotolérance basale, tels que des régulateurs transcriptionnels, des antioxydants ou
encore I'accumulation de SA ne sont pas impliqués dans la thermotolérance acquise (Larkindale
et al., 2005 ; Yoo et al., 2006 ; Clarke et al., 2004). Néanmoins, certains mécanismes sont
communs, tels que la production de protéines HSP (Nieto-Sotelo et al., 2002 ; Chi et al., 2009 ;
Sun et al., 2019). Les thermotolérances basale et acquise par étape ont déja été étudiées sur
des cultures cellulaires de pommes. Une forte mortalité est observée lorsqu’elles sont placées
au-dela de 42°C pendant 1 h. La transcription de MdHSP1 et MdHSP2 atteint une activité
maximale pour des températures comprises entre 30 et 36°C, mais décroit fortement aprés
40°C. Cependant, une exposition au préalable a 38°C pendant 1 h augmente le taux de survie
des plantes, en corrélation avec I'accumulation transitoire de MdHSP1 et plus durable de MdHSP2
(Bowen et al., 2002).
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Une élévation de température oscillant autour de la température optimale de croissance
(T°Cop) constitue un réchauffement (entre deux températures respectivement plus basses et plus
élevées que la T°Cop, Figure 3.1.2.5D). Un réchauffement se différencie d’un stress chaleur, qui
implique quant a lui une élévation de température plus forte. Un stress chaleur et un
réchauffement peuvent avoir le méme écart de température entre les températures minimale et
maximale, mais elles différent pour la température maximale atteinte, plus nocive dans le cas
du stress (Mittler et al., 2012). Méme si les plantes ont des réponses communes face a un stress
chaleur et un réchauffement (Yeh et al., 2012), elles peuvent également y répondre
différemment au niveau de la perception (Foreman et al., 2010 ; Kumar et al., 2010 ; Yeh et
al., 2012) et de la régulation (Yeh et al., 2012 ; Zhu et al., 2021), notamment pour maintenir
la croissance en situation de réchauffement (Foreman et al., 2010 ; Zhu et al., 2021). Par
exemple, les HSP jouent un rbéle mineur dans le réchauffement contrairement a la
thermotolérance (Yeh et al., 2012). Contrairement a un stress thermique qui déclenche une
réponse a court terme, le réchauffement apporte une adaptation a plus long terme, qui peut se

traduire par des modifications du développement (Mittler et al., 2012).

3.1.2.6 Impact de la chaleur dans les interactions plante- pathogéne

La chaleur peut étre favorable ou aller a I'encontre de la maladie. Desaint et al. (2020)
ont répertorié 45 études combinant 142 cas de réponses de résistance aux agents pathogénes
face a la chaleur (36 pathosystémes, 21 espéces végétales et 27 espéces pathogénes dont 8
champignons, 3 oomyceétes, 3 nématodes, 3 bactéries et 9 virus). Les auteurs estiment que 55%
des résistances étudiées sont impactées négativement par la chaleur. Cet antagonisme entre la
résistance et I'élévation de température ne semble pas lié a une espéce hoéte ou un agent
pathogéne particulier, ni a la stratégie parasitaire de l'agent en question (biotrophe,
hémibiotrophe ou nécrotrophe). Dans la majorité des cas d’antagonisme, la chaleur est appliquée
en méme temps que linoculation. Les 45% d’études restantes faisant état d’'un effet nul
(résistance thermostable) ou positif de la chaleur sur la résistance au bioagresseur regroupent
une forte proportion de pathosystémes blé/riz-champignons, et concernent majoritairement des
situations ou l'inoculation est réalisée au moins 24 h aprés la période de stress thermique. Pour
I'ensemble des études référencées dans cette revue, tous les types de résistance peuvent étre
impactés négativement ou positivement, mais davantage de cas d’inhibition de I'ETI sont
recensés. Nous allons ici parcourir quelques exemples pour faire le portrait de la complexité de

la combinaison de la chaleur et des défenses sur le devenir de la maladie.

L'inhibition de I'ETI peut parfois s'expliquer par une sensibilité des génes R a la chaleur
avec une diminution de leur transcription, comme dans le cas du gene de résistance RPW8 chez

A. thaliana (Xiao et al., 2003). Une autre étude montre que la chaleur réduit la localisation
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nucléaire de certains récepteurs NLR, qui en condition normale est nécessaire pour induire les
défenses ETI-dépendantes (Zhu et al., 2010). De plus, la plupart des effecteurs de virulence de
bactéries phytopathogénes pouvant étre reconnus sont davantage sécrétés pour des
températures comprises entre 16 et 24°C et sont réduits au-dela de 28°C. Ainsi, |'effet négatif
de la chaleur sur les facteurs Avr et R peut perturber le déclenchement de I'ETI (Smirnova et
al., 2001 ; de Jong et al., 2002 ; Cheng et al., 2013a), notamment pour E. amylovora (Wei et
al., 1992). L'impact négatif sur la résistance pourrait aussi étre lié a la capacité des agents
pathogénes a se développer au-dela des températures optimales de croissance de I’h6te (Desaint
et al., 2020).

Méme si la chaleur est parfois antagoniste a I'ETI, cette régle n'est pas absolue puisque
la chaleur peut aussi la favoriser. En effet, certains exemples montrent des ETI thermostables a
la chaleur (Cohen et al., 2017 ; Onaga et al., 2017b ; Tao et al., 2018 ; Wang et al., 2019b).
Dans le cadre du pathosysteme Magnaporthe oryzae/riz, la chaleur peut amplifier I'ETI
dépendante du gene de résistance Pi54, en induisant I'accumulation de SA et de H20: et la
formation de callose (Onaga et al., 2017a). Pour une bactérie pathogéne du riz, Xanthomonas
oryzae, la chaleur amplifie la résistance conférée par le géne R indépendamment du SA, en
réprimant la biosynthése de I’ABA (Cohen et al., 2017).

La chaleur peut affecter les réponses défensives basales de la plante aux bioagresseurs
(PTI). Huot et al. (2017) remarquent que A. thaliana est plus sensible a Pst en condition de
stress chaleur modérée (30°C) aprés inoculation, notamment si les plantes sont acclimatées a
la chaleur avant infection. Cette sensibilité accrue est indépendante de la voie PIF4/phyB mais
est associée a une répression des niveaux de SA, de sa biosynthése (ICS1) ainsi que des voies
de défense qui en dépendent (PR-1). Cette diminution des défenses SA-dépendantes causée par
la chaleur favorise la translocation des effecteurs de type III et de ce fait, la maladie. De plus,
ces mémes auteurs réalisent une étude transcriptomique sur l'effet de I’ASM combiné a la
chaleur, révélant que ce stress impact 60% des génes modulés par I'’ASM. En effet, a 30°C,
I’ASM ne permet plus l'induction du SA, de ICS1, de PR-1 et de la callose méme s'il apporte
toujours une protection contre l'agent pathogéne d’une maniére indépendante de la voie
SA/ICS1 (Huot et al., 2017). De méme, une autre étude montre que la PTI contre Pst est affectée
par une chaleur modérée (28°C) au moment de l'inoculation mais que cette sensibilité accrue
est indépendante de certains acteurs de la voie du SA, EDS1 et PAD4 (Wang et al., 2009). Janda
et al. (2019) se sont intéressés a la signalisation ROS-dépendante de la PTI en situation de
chaleur chez A. thaliana. L'éliciteur flg22 et le domaine N-terminale de EF-Tu (elf18) constituent
des inducteurs de la PTI en condition normale de température, mais ceux-ci s'averent affectés
chez des plantes préalablement exposées a la chaleur. Dans le cas de flg22, ce phénomeéne est
lié a la répression transcriptionnelle et protéique de son récepteur spécifique FLS2. De plus,

certains acteurs de signalisation et de réponse (ICS1 et déposition de callose) sont aussi
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Figure 3.1.2.6 : Modele de I'effet de la température sur les interactions entre les défenses
des plantes et les bactéries phytopathogénes, proposé par Cheng et al. (2013).



réprimés transitoirement par la chaleur, en corrélation avec une sensibilité accrue a Pst (Janda
et al., 2019).

Dans d’autres cas, la chaleur est plutét propice au déclenchement de la PTI. D'ailleurs,
des modéles suggerent que I'ETI est préférentiellement activée a basse température (10 a 23°C)
alors que la PTI est plutot activée a des températures plus élevées (23 a 32°C). Ce constat est
plutét en accord avec la physiologie des bactéries phytopathogénes dont la prolifération peut
étre stimulée a températures élevées, alors que la sécrétion d'effecteurs est inhibée (Figure
3.1.2.6 ; Cheng et al., 2013a).

Ainsi, les réponses vis-a-vis d'un stress de chaleur combiné a une attaque par un
bioagresseur sont complexes et different de la réponse a chacun des stress individuels. La
réponse globale est souvent proche de la réponse au stress unique le plus sévere ou de celui
appligué en dernier. La combinaison de stress contraint davantage la plante et implique donc

une plus forte remobilisation du transcriptome que des stress individuels (Desaint et al., 2020).

Peu d'études se sont intéressées a la combinaison de la chaleur avec un stress biotique
chez le pommier. Spadoni et al. (2015) ont testé I'effet de la chaleur (10 min a 45°C) avant ou
apreés l'inoculation de pommes par un agent pathogéne de conservation (P. expansum). Il s'avere
gue l'incidence de la maladie est nulle pour les pommes inoculées avant le stress chaleur et
moins réduite (30%) pour celles inoculées aprées. Une analyse transcriptomique sur les pommes
traitées a la chaleur montre une induction de génes impliqués dans la thermotolérance (HSF,
HSP, etc.), mais leurs réles dans la résistance a la maladie n’est pas démontré (Spadoni et al.,
2015).

3.2 Mise au point des conditions thermiques

impactant I'efficacité de ’'ASM

L'effet de la chaleur sur les voies de défense s’avére complexe, et ne permet pas de
déterminer par avance le devenir de l'interaction entre un bioagresseur et son héte (résistance
ou sensibilité ; Desaint et al., 2020). De ce fait, certaines défenses stimulées par les SDP

pourraient étre exacerbées ou réprimées par une élévation de température.
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Figure 3.2.1.1 : Régimes thermiques appliquées sur semis de Golden Delicious pendant 6
jours pour évaluer |'effet d’un stress chaleur de 12h sur l'efficacité de protection de I'ASM

vis-a-vis d’E. amylovora. Les plantes, préalablement cultivées en serre, sont placées en armoires climatiques
a TO et exposées a 2 séquences différentes : la séquence « témoin » (vert) ou une séquence « chaleur brutale »
(rouge). Tous les programmes élémentaires débutent par une température nuit de 18°C pendant 8 h. La séquence
témoin est constituée de programmes élémentaires similaires avec des passages rapides (2 h) de 18°C a un palier
de 12 h a 21°C pour revenir (2h) a 18°C. La séquence « chaleur brutale » est identique a la séquence témoin
excepté au 6eme jour ou est appliqué un stress de 35°C pendant 12h, avec des transitions rapides de 2h par
rapport a la température nuit de 18°C. Les plantes sont traitées a I’ASM ou a I'eau le matin du jour 6 (T), puis
remises en serre le matin du 7éme jour pour étre immédiatement inoculées par E. amylovora (I).
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Figure 3.2.1.2 : Effet d’un stress chaleur de 12h sur l'efficacité de protection vis-a-vis d’E.

amylovora conféré par I'’ASM a des semis Golden Delicious. Régimes thermiques et successions des
interventions décrits dans la Figure 3.2.1.1. Box-plots avec moyennes et médianes représentées respectivement
par des losanges et des lignes horizontales. Efficacités de protection calculées a partir de l'incidence mesurée sur
des blocs de 10 plantes, et rapportées a l'incidence moyenne des plantes traitées a I'eau et exposées a la séquence
« témoin ». Valeurs issues de 4 expériences indépendantes comportant pour moitié 2 ou 4 répétitions biologiques
par modalité de prélevement et de traitement (n=12). Différences statistiques entre traitements pour chaque
régime thermique obtenues par un test de Wilcoxon-Mann-Whitney (* : p < 0,05; ns : non-significatif).



3.2.1 Etude préliminaire vérifiant un effet de la chaleur sur

I’ASM

Une expérience préliminaire a permis d’évaluer |'effet d’'un stress de chaleur sur la
capacité de I’ASM a protéger des semis Golden Delicious contre E. amylovora. Pour ce faire, les
semis ont été placés en armoires climatiques pour y subir deux séquences différentes de
programmes thermiques de 24 h sur 6 jours (Figure 3.2.1.1) :

e une séquence « témoin » constituée de 6 programmes identiques sur 24 h qui simulent
les conditions en serre (18/21°C nuit/jour) : 0-8 h a 18°C, 10-22 h a 21°C avec pentes
de 2h d’élévation/diminution de T°C (palier de 12 h a 21°C).

e une séquence de programmes appelée « chaleur brutale - 12 h », identique a la
précédente exceptée I'application d’une journée de chaleur brutale de 35°C au 6™¢ jour
pendant 12 h juste aprés le traitement a I’ASM ou a I'eau : 0-8 h a 18°C, 10-22 h a 35°C
avec pentes de 2h d’élévation/diminution de T°C (palier 12 h a 35°C).

Le matin du 7™ jour, les semis ont été replacés en serre pour étre inoculés par E. amylovora.
Les évaluations de symptémes ont mis en évidence une perte d’efficacité de I’ASM induite par la
chaleur (Figure 3.2.1.2). En effet, 'ASM ne confére plus une efficacité de protection
significativement différente du traitement a I'eau lorsque les plantes sont exposées a un régime
« chaleur brutale - 12 h », contrairement a la séquence « témoin ». Il est important de noter
gue dans cette expérience, I'ASM apporte en moyenne une faible protection sous le régime
témoin (d’environ 35%) qui peut s’expliquer par une inoculation réalisée précocément, avant
que les défenses ne soient pleinement déployées par I’ASM (au lieu de l'inoculation réalisée
habituellement 3 jours aprés traitement). La chaleur semble étre antagoniste aux voies de
défenses stimulées par I’ASM. Cependant, cette expérience ne permet d’écarter I'hypothése
d’une perte d’efficacité causée par une évaporation ou une dégradation de I’ASM par la chaleur,

puisque I'élévation de température est appliquée juste aprés le traitement.

3.2.2 Etude des conditions environnementales en verger

Dans |'expérience précédente, les conditions de températures appliquées (12 h a 35°C)
n’‘étaient pas représentatives des températures auxquelles sont exposés les vergers sous nos
latitudes. Pour se rapprocher de la réalité, les données de températures, d’humidité relative et
de luminosité recueillies entre février 2016 et juillet 2018 sur le site de I'unité expérimentale de
Beaucouzé ont été analysées. L'évolution journaliére de ces trois parameétres est présentée
uniquement pour les jours les plus chauds, c’est-a-dire ceux dont la température atteint au
moins les 35°C, afin de comprendre la dynamique journaliere d’'une vague de chaleur. Sur ces
deux années, 13 jours atteignent au moins 35°C, essentiellement au mois de juin, juillet et ao(t,

avec un pic journalier de chaleur moyen de 36,2°C (Figure 3.2.2.1). Ces jours chauds peuvent
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Figure 3.2.2.1 Températures (A),

humidités relatives (B) et rayonnements (C)
des 13 jours les plus chauds (T°C>35°C)
dans le verger expérimental de I'INRAE
entre février 2016 et juillet 2018. Durant cette
période, seulement 13 jours atteignent les 35°C : 18-
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maximales de 36,2°C. Les courbes représentent la
tendance moyenne des valeurs selon la méthode de
Loess (span = 0,5).
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Figure 3.2.2.2 : Modélisation de |'élévation (A) et de I'abaissement (B) de la température
sur les données des jours les plus chauds (atteignant au moins une température 35°C)

dans le verger expérimental de I'INRAE d’Angers entre février 2016 et juillet 2018. Les
courbes modélisant la température et leur équation respective sont affichées en rouge et les tangentes au point

d’inflexion et leur équation respective en bleu.



étre des événements ponctuels ou bien se succéder sur une période de 3 jours maximum. La
température est corrélée négativement avec I'lhumidité relative. Cette derniére oscille entre 30%
au moment du pic maximal de chaleur et 100% pendant les températures les plus froides de la
nuit. L'augmentation de la température débute entre 6 et 8 h et atteint en moyenne les 35°C a
partir de 14 h, ce qui représente au minimum 6 h d’augmentation progressive de température.
La température moyenne descend en dessous des 35°C a partir de 18 h, ce qui expose le verger
a une chaleur moyenne de 36,2°C pendant 4 h. La température retombe progressivement a une
température située entre 10°C et 25°C pendant la nuit qui dure environ 12 h, de 20 h a 8 h. La
luminosité du jour augmente progressivement jusqu’a 12 h puis diminue de la méme maniére a
partir de 14 h.

Les données de température permettent d’établir un modéle pour les pentes de
changement de température (Figure 3.2.2.2). Le coefficient directeur de I'équation de la
tangente au point d’inflexion de ces courbes indique le nombre de degrés moyen augmentant
ou diminuant par heure :

e Pour I'augmentation de température :
o Modéle d'élévation de la température : -0,02 x3 + 0,53 x2 - 3,16 x + 21,90
o Point d’inflexion : 10 h 15
o Equation de la tangente : 2,24 x + 3,45

e Pour la diminution de température :
o Modéle d'élévation de la température : -0,01 x3 + 0,45 x2 - 2,35 x + 32,62
o Point d'inflexion : 22 h
o Equation de la tangente : -2,15 x + 47,67

Ainsi, durant I'élévation ou |'abaissement de température, la température progresse de 2,24

°C.h™! ou diminue de 2,15 °C.h! respectivement.

3.2.3 Effet de vagues de chaleur « naturelles » sur
I’efficacité de protection de I’ASM vis-a-vis d’E.

amylovora

Afin d’évaluer si des vagues de chaleur simulant les conditions du verger impactent aussi
I'efficacité de I’ASM, une nouvelle expérience a été réalisée avec deux nouveaux régimes de
températures ajoutés aux précédents (Figure 3.2.3.1) :

e une séquence de programmes appelée « chaleur naturelle - 4 h » incluant une journée
de chaleur naturelle de 35°C dans les heures suivant le traitement, avec montée trés
progressive de température (6h) jusqu’a un palier a 35°C pendant 4h, puis redescente

progressive.
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Figure 3.2.3.1 : Régimes thermiques appliqués sur semis Golden Delicious pendant 6 jours
pour évaluer l'effet de la chaleur sur l'efficacité de protection de I'’ASM vis-a-vis d’E.

amylovora ainsi que sur l'induction de génes marqueurs du stress chaleur. Les plantes,
préalablement cultivées en serre, sont placées en armoires climatiques a TO et exposées a 4 séquences différentes
: la séquence « témoin » (vert), les séquences “chaleur naturelle/1 jour” (orange) et “chaleur naturelle/3 jours”
(noir) mimant 1 ou 3 jours de chaleur « naturelle », ou une séquence « chaleur brutale » (rouge). Tous les
programmes élémentaires débutent par une température nuit de 18°C pendant 8 h. La séquence témoin est
constituée de programmes sur 24 h similaires avec des passages rapides (2 h) de 18°C a un palier de 12 h a 21°C
pour revenir (2h) a 18°C. Les séquences appliquant un stress chaleur sont identiques a la séquence témoin
excepté les jours d’application du stress. Séquences « chaleur naturelle » (1 ou 3 jours) : le passage a 35°C est
progressif (6 h) jusqu’a un palier de 4 h a 35°C et est appliqué au 6¢me jour ou a partir du 4éme jour sur 3 jours
consécutifs. Séquence « chaleur brutale » : passage brutal (2 h) de 18°C a un palier de 12 h a 35°C le 62me jour.
Traitements a I’ASM ou a I'eau le matin du jour 6 (T). Retour en serre le matin du 7éme jour et inoculation par E.
amylovora (I). Des prélevements (Pr) sont réalisés 8 h, 24 h et 72 h apres les traitements pour vérifier
I’'expression de génes marqueurs (HSP) du stress chaleur.
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Figure 3.2.3.2 : Effet de différents régimes thermiques sur A) I'efficacité de protection vis-
a-vis d’E. amylovora conférée par I'’ASM et B) I'expression de 3 génes HSP (HSP40, HSP90. 1

et HSP101) a/dans des semis Golden Delicious. Régimes thermiques et successions des interventions
décrits dans la Figure 3.2.3.1. (A) Box-plots avec moyennes, médianes, et valeurs aberrantes représentés
respectivement par des losanges, des lignes, et des cercles vides. Les efficacités de protection sont calculées a
partir de l'incidence mesurée sur des blocs de 10 plantes et rapportées a I'incidence moyenne des plantes traitées
a I'eau et exposées au programme témoin. Les valeurs de protection sont issues de 2 expériences indépendantes
contenant chacune 3 répétitions biologiques (n=6). Pour chaque régime thermique, les différences statistiques
entre les traitements sont obtenues par un test de Wilcoxon-Mann-Whitney (** : p < 0,01; ns : non-significatif).
(B) Une seule valeur d’expression de chaque géne est représentée par modalité de préléevement et de traitement
(n=1) et est rapportée a la moyenne des 3 temps de prélévements de plantes non-traités en serre. Chaque
échantillon est constitué d’un pool de 5 jeunes feuilles issues de plantes différentes.
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e une séquence de programmes appelée « chaleur naturelle - 4 h x 3 » cumulant 3 jours
de chaleur (identiques a la précédente) consécutifs, le traitement a I’ASM ou a I'eau ayant
lieu le matin du 3®™e jour.

Le matin du 7™ jour, les semis ont été replacés en serre pour étre inoculés par E. amylovora
et des préléevements ont été effectués 8, 24 et 72h aprés les traitements pour évaluer

I'expression de génes de stress.

Chaque programme au sein de ces 4 séquences présente une humidité relative,
inversement proportionnelle a la température, et une luminosité mimant les conditions naturelles
rencontrées en verger (Annexe 1). Mises a part les séquences « témoin » et « chaleur brutale -
12 h » qui représentent des conditions totalement artificielles, les séquences « chaleur
naturelle » (4 h et 4 h x 3) reproduisent au mieux les variations de températures observées en
verger et décrites dans la section précédente. Comme les conditions naturelles relevées au
verger, le palier maximum de 35°C est atteint entre 14 h et 18 h. De plus,
I'augmentation/diminution de la température est progressive avec des pentes de 6 h, débutant
et finissant respectivement a 8 h et minuit. Néanmoins, la pente est |égerement plus forte,
puisque la température s’éléve/s’abaisse de 2,83°C.h! (+0,59 et -0,68°C par rapport aux

conditions naturelles observées).

Concernant les résultats de protection vis-a-vis d’E. amylovora, une perte d’efficacité de
I’ASM est de nouveau observée pour les plantes soumises a la séquence « chaleur brutale - 12
h », comparées aux plantes placées dans les conditions « témoin » (Figure 3.2.3.2A). Une seule
journée de chaleur naturelle (« chaleur naturelle - 4 h ») n’affecte pas significativement
I'efficacité de I’ASM, en offrant une protection de 42,5%. Par contre, le cumul de trois jours de
« chaleur naturelle » ne permet plus de protection significative par I’ASM. De plus, I'efficacité de
protection est davantage diminuée sous le régime « chaleur naturelle - 4 h x 3 » (5%) que le
régime « chaleur brutale - 12 h » (25%). Le design expérimental de cette expérience permet
d’écarter I'hypothése d’une perte d’efficacité causée par une dégradation/évaporation de I’ASM
pour le régime « chaleur naturelle - 4 h x 3 ». En effet, I'efficacité de I’ASM ne semble pas étre
affectée par I'exposition a une journée unique de chaleur suite au traitement. De plus, une
expérience complémentaire montre que de I’ASM placé pendant 4 h a 35°C et appliqué ensuite
sur les semis apporte toujours une protection (efficacité de protection de prés de 58% par
rapport a I'eau chauffée dans les mémes conditions ; données non montrées), ce qui élimine

I'hnypothése d’une dégradation de I’ASM par la chaleur pour ces 3 régimes.

Notre régime témoin est supposé étre optimal pour la croissance du pommier et a
I'inverse, nos vagues de chaleur sont supposées étre percues comme un stress thermique. Pour
le vérifier, I'expression de 3 génes HSP (HSP40, HSP90.1 et HSP101) a été quantifiée dans des
plantes exposées au régime « témoin » et « chaleur naturelle - 4 h » (la plus courte chaleur

appliquée) et comparée a des semis cultivés en serres. Les résultats (Figure 3.2.3.2B) montrent
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Figure 3.2.3.3 : Régimes thermiques appliqués a GDDH13 pendant 9 jours pour évaluer
I'effet de la chaleur sur l'efficacité de protection de I’ASM vis-a-vis d’E. amylovora. Les
plantes, préalablement cultivées en serre, sont placées en armoires climatiques a TO et exposées a 4 séquences
différentes : la séquence « témoin » (bleu), les séquences “chaleur naturelle/1 jour” (orange) et “chaleur
naturelle/3 jours” (noir) mimant 1 ou 3 jours de chaleur « naturelle », ou une séquence « chaleur brutale »
(rouge). Tous les programmes élémentaires débutent par une température nuit de 18°C pendant 8 h. La séquence
témoin est constituée de programmes élémentaires similaires avec des passages rapides (2 h) de 18°C a un palier
de 12 h a 21°C pour revenir (2h) a 18°C. Les séquences appliquant un stress chaleur sont identiques a la
séquence témoin excepté les jours d’application du stress. Séquences « chaleur naturelle » (1 ou 3 jours) :
passage a 35°C est progressif (6 h) jusqu’a un palier de 4 h a 35°C et est appliqué au 6¢me jour ou a partir du 4éme
jour sur 3 jours consécutifs. Séquence « chaleur brutale » : passage brutal (2 h) de 18°C a un palier de 12 h a
35°C le 6eme jour. Traitements a I’ASM ou a l'eau le matin du jour 6 (T). Retour en serre le matin du 7éme jour et
inoculation par E. amylovora (I).
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Figure 3.2.3.4 : Effet de différents régimes thermiques sur A) l'efficacité de protection vis-

a-vis d’E. amylovora conféré par I'ASM et B) la sévérité des symptomes dans GDDH13.
Régimes thermiques et successions des interventions décrits dans la Figure 3.2.3.3. Box-plots avec moyennes,
médianes, et valeurs aberrantes représentés respectivement par des losanges, des lignes, et des cercles vides. Les
différences statistiques globales sont établies par un test de Kruskal-Wallis (A : p = 7,339e-07 ; B : p = 3,209e-
14) et les lettres désignent les différences statistiques établies par un test « post-hoc » de Mann-Whitney avec
correction de Bonferroni (a = 0,05). (A) Efficacités de protection calculées a partir de l'incidence mesurée sur des
blocs de 4 plantes et rapportées a I'incidence moyennes des plantes traitées a I'eau et exposées au régime témoin.
Valeurs de protection issues de 3 expériences indépendantes contenant chacune 3 répétitions biologiques (n=9).
(B) Notes attribuées selon la progression de la nécrose : pas de nécrose (0) ; nécrose atteignant la nervure (0,5),
le pétiole (1), la tige (x cm sur tige + 1). Valeurs issues de 36 plants greffés par modalité, réparties équitablement
sur 3 expériences indépendantes.



que les 3 genes HSP ont tendance a étre induits de maniére transitoire uniquement pendant le
palier de 4 h de chaleur (prélevement 8 h), et que la HSP90.1 est la plus réactive des 3 HSP
suivies. Ces données d’expression confirment donc que le régime « chaleur naturelle - 4 h » est
percu comme un stress de chaleur transitoire, ce qui suppose que les autres régimes « chaleur
brutale - 12 h » et « chaleur naturelle - 4 h x 3 » sont au moins pergus de la méme fagon, voire

de maniére plus intense.

L'effet antagoniste de la chaleur sur |'efficacité de I’ASM vis-a-vis d’E. amylovora a ensuite
été vérifié sur des plants greffés du double haploide Golden (GDDH13), un matériel végétal dont
le génome séquencé est de bonne qualité, facilitant les études transcriptomiques. Les 4 mémes
séquences de régimes thermiques que précédemment ont été appliquées, la seule nuance étant
que l'inoculation a été réalisée 3 jours aprés traitement a I’ASM au lieu de 24 h (Figure 3.2.3.3).
L'évaluation des symptomes montre, un mois aprés inoculation, que |'’ASM protege
significativement dans la condition « témoin » uniquement, et ce de maniére exceptionnellement
forte (a 100%) (Figure 3.2.3.4A). Méme si l'efficacité de protection n’est pas significativement
différente entre le traitement eau et ASM pour tous les autres régimes thermiques, elle semble
la plus faible pour le régime « chaleur naturelle - 4 h x 3 », avec une variabilité beaucoup plus
importante pour cette derniére. Pour compléter ces mesures d’efficacité de protection basées
sur l'incidence, la taille des nécroses a été mesurée a partir du point d’inoculation foliaire (Figure
3.2.3.4B). L'ASM diminue significativement la sévérité (par rapport au témoin eau) pour les
régimes « témoin » et « chaleur naturelle - 4 h ». En effet, la plupart des nécroses s’arrétent au
pétiole (£ 1 cm) pour les plantes traitées a I’ASM dans ces conditions, alors qu’elles se
développent sur tige (> 2 cm en moyenne) pour les plantes traitées a I’eau. En revanche, |'effet
de I'ASM diminue sur les plants greffés exposés aux séquences « chaleur brutale - 12 h » et
« chaleur naturelle - 4 h x3 », avec notamment |'apparition de nécroses sur tige (> 1 cm) pour
un nombre conséquent de plants. L’ASM réduit cependant toujours de maniére significative la
sévérité des symptdémes par rapport au traitement eau dans le régime « chaleur naturelle - 4 h
x 3 », bien que les longueurs de nécroses observées soient en moyenne plus élevées par rapport
aux autres régimes, que ce soit pour le traitement eau ou ASM. Ainsi, I'accumulation au préalable
de deux vagues de chaleur « naturelles » avant le traitement semble sensibiliser le pommier vis-

a-vis d’E. amylovora, peu importe le traitement appliqué.

La diminution de l'efficacité de I’ASM observée aprés 12 h a 35°C pourrait étre attribuée a
un effet direct de la chaleur sur le produit, soit en le dégradant, soit en provoquant une
évaporation plus rapide du produit a la surface des feuilles, limitant ainsi la pénétration de la
substance active dans la plante. Cependant, I’ASM subit la méme exposition thermique dans les
enchainements « chaleur naturelle - 4 h » et « chaleur naturelle - 4 h x 3 », alors que dans ce
dernier régime, l'efficacité de I’ASM a tendance a étre davantage variable. Le cumul de deux

vagues de chaleur a donc tendance a aggraver la perte d’efficacité de I’ASM.
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Figure 3.3.1.1 : Régimes thermiques appliqués a GDDH13 pendant 9 jours pour évaluer

I'effet de I’ASM combiné a la chaleur sur le transcriptome. Les plantes, préalablement cultivées en
serre, sont placées en armoires climatiques a TO et exposées a 2 séquences différentes : une séquence témoin
(bleu) et une séquence mimant 3 jours caniculaires successifs avec un pic de 4 h a 35°C (4 h (x3) ; noir). Tous les
programmes élémentaires débutent par une température de 18°C pendant 8 h. Séquence témoin : programmes
élémentaires similaires avec des passages progressifs (2 h) de 18°C a un palier de 12 h a 21°C pour revenir (2h) a
18°C. Séquence « chaleur » identique a la séquence témoin excepté les 3 jours consécutifs de chaleur démarrant
le 4éme jour avec un passage progressif (6 h) de 18°C a un palier de 4 h a 35°C, puis d’une diminution progressive
(6 h) pour atteindre 18°C. Traitements a I’ASM ou a I’eau le matin du jour 6 (T), prélevements le 9¢me jour (Pr).
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Figure 3.3.1.2 : Modulation du transcriptome de GDDH13 jours aprés application de I'ASM
comparé a l'eau, et exposés a la modalité témoin ou a la modalité chaleur. A) A1, A2, A3, A4 :
co-hybridations effectuées. B) Transcrits significativement (p < 0,05) sur-exprimés (log, = 1) ou sous-exprimés
(log; < -1) dans au moins 1 des 4 comparaisons (3517 transcrits). Classification hiérarchique réalisée a partir
d'une matrice de dissimilarité.



3.3 Reprogrammation transcriptomique du pommier

en réponse a I’ASM et/ou a la chaleur

3.3.1 Expériences et comparaisons réalisées pour |'analyse

transcriptomique

Pour déterminer I'impact de la chaleur sur le transcriptome du pommier et sur sa capacité
a éliciter ses défenses aprés traitement a I’ASM, une analyse microarray a été entreprise. Pour
ce faire, la séquence de programmes mimant des vagues de chaleur naturelles et affectant le
plus l'efficacité de I’ASM (« chaleur naturelle - 4 h x 3 ») a été comparée a la séquence témoin.
Ces conditions seront par la suite appelées respectivement « modalité chaleur » et « modalité
témoin » (Figure 3.3.1.1). Les échantillons dédiés a cette analyse sont issus de 2 des 3
répétitions expérimentales dédiées aux tests de protection de I’ASM, grace a la collecte des
portions de feuilles excisées au cours de l'inoculation (coupure des feuilles au % par des ciseaux
préalablement trempés dans l'inoculum). Ainsi les feuilles ont été prélevées 3 jours aprés
traitement (le méme jour que l'inoculation), les plantes ayant toutes été remises en conditions
« témoin » deux jours avant inoculation. Ce choix présente |I'avantage de permettre d’évaluer
I’état transcriptionnel des tissus au moment ou l'inoculation par E. amylovora a été réalisée. Une
comparaison en dye-swap a été réalisée, c’est-a-dire que deux répétitions biologiques issues de
deux expériences indépendantes ont été marquées respectivement par chacun des
fluorochromes. Ainsi, 4 types de comparaison ont été réalisés (Figure 3.3.1.2A) pour évaluer :
o L'effet de I’ASM par rapport a |I'eau sur des plants greffés exposés a la modalité témoin
(ASM/Eau - 21°QC).
o L'effet de I’ASM par rapport a I'eau sur des plants greffés exposés a la modalité chaleur
(ASM/Eau - 35°C).
o L'effet de la modalité chaleur par rapport a la modalité témoin sur les plants greffés
traités a I'eau (35°C/21°C - Eau).
o L'effet de la modalité chaleur par rapport a la modalité témoin sur les plants greffés
traités a I’ASM (35°C/21°C - ASM).
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Figure 3.3.2 : Effectifs des transcrits non-différentiellement exprimés, induits ou réprimés

dans les 4 co-hybridations effectuées (voir Figure 3.3.1.2). Les camemberts représentent la part des
génes dont la fonction est annotée ou non dans le génome séquencé de GDDH13, ainsi que la part des éléments
transposables (TE) au sein de I'ensemble des génes induits ou réprimés d’une comparaison. Seuil de significativité
appliqué de p = 0,05 pour les génes induits et réprimés avec des log,ratios respectivement supérieurs a 1 et

inférieurs a -1.



3.3.2 Effectifs des transcrits différentiellement exprimés

dans les différentes comparaisons

L'analyse statistique globale identifie 3517 transcrits significativement (p < 0,05), sur-
exprimés (log2 = 1) ou sous-exprimés (log> < -1) dans au moins une des 4 comparaisons, et
regroupés en 2 clusters principaux (Figure 3.3.1.2B) :

e Des transcrits sur-exprimés en réponse a I’ASM par rapport a I’'eau quelles que soient les
températures appliquées, mais souvent a un niveau d’expression moins élevé dans la
modalité chaleur que dans la modalité témoin (ce qui se traduit sur la heatmap par la
répression de ces mémes transcrits dans la comparaison « 35°C/21°C - ASM »). Ce type
de profil est susceptible de révéler des facteurs de résistance vis-a-vis d’E. amylovora,
induits par I'ASM mais en partie réprimés par la chaleur, qui nous intéressent
particulierement.

e Des transcrits sous-exprimés en réponse a I’ASM par rapport a I'eau quelles que soient
les températures appliquées, mais souvent a un niveau d’expression plus élevé dans la
modalité chaleur par rapport a la modalité témoin (ce qui se traduit sur la heatmap par
I'induction de ces mémes transcrits dans la comparaison « 35°C/21°C - ASM »). Ce type
de profil est susceptible de receler des facteurs de sensibilité a E. amylovora, réprimés

par I’ASM mais en partie induits par la chaleur, qui nous intéressent également.

La Figure 3.3.2 détaille le nombre de transcrits différentiellement modulés ou non dans
chaque comparaison ainsi que I’état de leur annotation (annoté en tant que géne, inconnu, ET).
Elle révéle globalement que davantage de transcrits sont significativement modulés par le
traitement ASM (« ASM/Eau - 21°C » : 2915 transcrits ; « ASM/Eau - 35°C » : 1793 transcrits)
gue par un passage a 35°C (« 35°C/21°C - Eau » : 132 transcrits ; « 35°C/21°C - ASM » : 568
transcrits). De plus, I'impact de la température semble plus marqué dans les plantes traitées a
I’ASM que dans celles traitées a l'eau, le transcriptome de ces derniéres n’étant que trés
faiblement modulé (568 vs 132 transcrits différentiels respectivement). Ainsi, c’est seulement
en combinaison avec I’ASM que la chaleur impacte durablement (c’est-a-dire aprés retour aux
conditions « normales ») le transcriptome. Les données de la comparaison « 35°C/21°C - ASM »
devraient permettre de mettre en lumiére i) des facteurs de résistance induits par I’ASM mais
réprimés par la chaleur et ii) des facteurs de sensibilité réprimés par I’ASM mais induits par la

chaleur.

Parmi tous les transcrits différentiellement exprimés dans chaque comparaison, ceux qui
correspondent a des genes annotés dans le génome de GDDH13 sont largement majoritaires par
rapport aux génes de fonction inconnue et aux TE. Ils représentent environ 80 a 90 % des

transcrits différentiels alors qu’ils correspondent a moins de la moitié (40420/86300) des génes
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Figure 3.3.3.1 : Ontologie des processus biologiques dans lesquels sont impliqués les génes
réprimés ou induits par I'’ASM dans GDDH13 exposé a la modalité témoin (A) ou a la
modalité chaleur (B). Processus biologiques figurés en rouge si qu‘induits, en bleu si que réprimés et en noir
s'ils sont a la fois induits et réprimés.
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Figure 3.3.3.2 : Diagrammes de Venn du nombre de génes participant aux processus
biologiques (ontologie GO) sous- (gauche) ou sur-exprimés (droite) par I'’ASM dans

GDDH13 exposé a la modalité témoin ou la modalité chaleur. Analyse globale et détail des
processus biologiques communs susceptibles d’étre impliqués dans les défenses contre les agents phytopathogénes
(a droite) et dans le cycle cellulaire (a gauche).



présents sur la puce. La seule exception concerne les transcrits induits dans la comparaison
« 35°C/21°C - Eau », mais cela ne représente qu’un total de 35 transcrits sur-exprimés en
réponse a la chaleur, rendant I'étude des catégories de transcrits peu pertinente. Globalement,
la proportion de transcrits différentiels non annotés est négligeable dans toutes les
comparaisons. La proportion de transcrits correspondants a des TE est 2 a 3 fois supérieure
parmi ceux induits que parmi ceux réprimés par I’ASM, quelle que soit |la température. Par contre,
la modalité chaleur provoque la sur- ou sous-expression d’'un nombre quasiment égal de TE par
rapport a la modalité témoin, que les plantes soient traitées a I’eau (9 sous-exprimés contre 12

sur-exprimés) ou a I’ASM (26 sous-exprimés contre 23 sur-exprimeés).

3.3.3 Ontologie des genes différentiellement exprimés

dans les différentes comparaisons

Pour avoir une vue globale de la fonction des genes différentiellement exprimés, une
étude des annotations fonctionnelles issues de l'ontologie GO a été réalisée. Une premiere
approche a consisté a évaluer les effectifs de génes sur- et sous-exprimés dans chaque catégorie
fonctionnelle des trois grands axes de la classification GO : « processus biologique »,
« compartiment cellulaire » et « fonction moléculaire » (Annexe 2). Pour les deux derniers axes,
de nombreuses catégories fonctionnelles se sont révélées sur-représentées a la fois en induction
et en répression de génes, rendant les résultats difficilement interprétables. Seul |'axe
« processus biologiques » a montré une nette différence entre les catégories de génes sur- ou
sous-exprimés malgré quelques redondances pour des catégories aux fonctions trés diverses
telles que « processus d’oxydoréduction », « phosphorylation protéique » ou « métabolisme des
carbohydrates ». La suite de l'analyse est donc focalisée sur les génes classés « processus

biologiques ».

Catégories fonctionnelles modulées par I’ASM dans les deux modalités de température

Les mémes catégories fonctionnelles sur-représentées aprés traitement a I'’ASM sont
retrouvées dans les deux modalités de température (Figure 3.3.3.1). Les génes induits sont
plutét liés a la résistance aux agents pathogénes avec des catégories fonctionnelles telles que
« réponse de défense », « réponse aux stimuli biotiques », « réponse aux blessures », « réponse
au stress », « réponse au stress oxydatif » alors que les génes réprimés sont plutot liés a la
croissance et au développement avec des catégories fonctionnelles associées au cycle cellulaire
telles que « réplication de I’ADN », « assemblage du nucléosome », « mouvement des
microtubules », « division mitotique nucléaire », « condensation mitotique du chromosome »,

« régulation des sérines/thréonines kinases associées aux cyclines ».
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Figure 3.3.3.3 : Ontologie des processus biologiques dans lesquels sont impliqués les génes
réprimés ou induits par la modalité chaleur par rapport a la modalité témoin dans GDDH13

prétraité a I'eau (A) ou a I’ASM (B). Processus biologiques figurés en rouge si qu’induits, en bleu si que
réprimés et en noir s'ils sont a la fois induits et réprimés.
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Figure 3.3.3.4 : Diagrammes de Venn du nombre de génes participant aux processus
biologiques (ontologie GO) inversement exprimés dans GDDH13 entre les comparaisons
ASM/Eau-21°C d’une part et 35°C/21°C-ASM d’autre part. Analyse globale et détail des processus

biologiques communs susceptibles d’étre impliqués dans les défenses contre les agents phytopathogenes (a
gauche) et dans le cycle cellulaire (a droite).



Concernant les transcrits induits, plus de la moitié sont communs entre les deux modalités
de température (899/1435 pour la modalité témoin et 899/1167 pour la modalité chaleur ; Figure
3.3.3.2). L’exposition a la modalité chaleur réduit le nombre de génes induits par I’ASM dans la
majorité des processus biologiques susceptibles d’étre impliqués dans la réponse aux agents
phytopathogénes (1 a 4 génes en moins selon les classes), a I'exception de ceux appartenant a
la classe « réponse de défense » dont les effectifs sont identiques entre les deux modalités de
température. Pour cette catégorie, méme si |'effectif est identique (22), seuls 14 génes sont
communs entre les deux comparaisons (Figure 3.3.3.2). Parmi les 8 génes de « réponse de
défense » induits par I’ASM spécifiquement dans la modalité témoin (et potentiellement
impliqués dans une meilleure protection induite), 4 codent des récepteurs immunitaires (type
TIR-NBS-LRR, NB-ARC ou ADR1), 2 codent des protéines transmembranaires (MLO) et 2 codent
des protéines impliquées dans la réponse aux stress (homologue de MLP 423). Les génes de
« réponse a un stimuli biotique » induits par I’ASM, essentiellement des homologues de MLP 423,
sont communs aux deux modalités de température a deux exceptions prés mises en évidence
dans la modalité témoin uniquement. Les génes de « réponse aux blessures » induits par I’ASM
codent des inhibiteurs de protéase a sérine, et sont communs aux deux modalités de
température, a I'exception d’un induit uniquement dans la modalité témoin. Les genes liés a « la
réponse au stress oxydant » codent essentiellement des peroxydases, dont 5 sont communes
aux deux conditions de température et 1 et 5 spécifiques a la modalité 21°C et 35°C

respectivement.

Concernant les transcrits réprimés par I'’ASM, seuls 448 sont communs aux deux
modalités de température, ce qui correspond a moins de la moitié des transcrits pour les plantes
exposées a la modalité témoin (448/1480) et a plus de % pour la modalité chaleur (448/626 ;
Figure 3.3.3.2). L'exposition a la chaleur semble réduire trés fortement le nombre de transcrits
réprimés par I’ASM (Figure 3.3.2). Pour les classes fonctionnelles liées au cycle cellulaire (Figure
3.3.3.2), il est intéressant de noter qu‘aucun géne réprimé par I’ASM n’est propre a la modalité
chaleur : la totalité des génes mis en évidence sont réprimés spécifiquement dans la modalité

témoin ou commune aux deux modalités.

Catégories fonctionnelles modulées par la température dans les plantes traitées a I’eau d’'une part

et a I’ASM d’autre part

Comme déja évoqué (Figure 3.3.2), la chaleur a peu d’effet sur I'accumulation
différentielle de transcrits, notamment pour les plantes traitées a |'eau, comparaison pour
laguelle peu de processus biologiques sont identifiés comme spécifiquement induits (Figure
3.3.3.3A). Et quelle que soit la comparaison, les catégories fonctionnelles apparaissant sur-
représentées, que ce soit en induction ou en répression, comportent trés peu de génes (Figure

3.3.3.3A et B). Aucune catégorie ne ressort comme réellement majoritaire mis a part la catégorie
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« processus d’oxydoréduction » que l'on retrouve dans toutes les situations (Eau vs ASM et
induction vs répression) ce qui rend difficile l'interprétation. Néanmoins, concernant les plantes
traitées a I’ASM, la chaleur a tendance a réprimer certaines ontologies liées aux défenses vis-a-
vis d’agents phytopathogénes (« réponses aux blessure », « réponse aux stress ») et a induire
des génes liés aux cycles cellulaires (« Assemblage du nucléosome », « Réplication de I’ADN »,
etc. ; Figure 3.3.3.3B). Pour poursuivre I'analyse avec l'objectif d’identifier des genes modulés
par I’ASM dans la modalité témoin mais qui ne le sont pas - ou moins - dans la modalité chaleur,
nous nous sommes directement intéressés au croisement des comparaisons « ASM/Eau - 21°C »
et « 35°C/21°C - ASM » (cf ci-dessous).

Catégories fonctionnelles modulées par I’ASM en condition normale, mais au comportement

modifié par la chaleur

La Figure 3.3.3.4 compare le nombre de transcrits induits (ou réprimés) par I’ASM dans
la modalité témoin au nombre de transcrits réprimés (ou induits) par la chaleur dans des plantes
traitées a I’ASM. Les transcrits communs, c’est-a-dire ceux dont l'induction ou la répression par
I’ASM semblent réduites par des conditions de chaleur, sont particulierement intéressants car
susceptibles d’expliquer la baisse d’efficacité de I’ASM en conditions stressantes de température.
On nommera ceux-ci les transcrits « induits/réprimés par I'’ASM affectés par la chaleur ».
Globalement, on observe que parmi les transcrits dont I'expression est modulée par la chaleur
chez des plantes traitées a I’ASM, plus de 70 % d'entre eux présentent un comportement
d’expression inverse en réponse a I’ASM dans les plantes de la modalité témoin :

e 168/231 soit 73 % des transcrits réprimés par la chaleur chez des plantes traitées
a I’ASM sont a l'inverse activés par I’ASM a 21 °C.
e 267/337 soit 79 % des transcrits induits par la chaleur chez des plantes traitées
a I’ASM sont a l'inverse réprimés par I’ASM a 21°C.
Il est donc intéressant de noter que l'effet principal de la chaleur sur le transcriptome de
pommiers traités a I’ASM est d’affecter négativement I'effet de I’ASM sur le transcriptome de

pommiers cultivés a 21 °C.

Parmi les transcrits codant des génes induits par I’ASM affectés par la chaleur, les classes
fonctionnelles spécifiquement induites et retenues précédemment comme liées a la résistance
aux agents pathogénes, on peut remarquer que :
dans les deux catégories « réponse de défense » et « réponse a un stimuli biotique », il s’agit
du méme homologue de MLP 423,

e dans la catégorie de « réponse aux blessures », tous les inhibiteurs de protéase a sérine
sont concernés,
e dans la catégorie de « réponse au stress », les 2 génes concernés correspondent a 2

déhydrines,
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Figure 3.3.4.1 : Partitionnement CAST des genes différentiellement exprimés dans au moins
une des 4 comparaisons : « ASM/Eau - 21°C » (A/E 21°C), « ASM/Eau - 35°C » (A/E 35°C),
« 35°C/21°C - Eau » (35/21 Eau) et « 35°C/21°C - ASM » (35/21 ASM). Seuil d’affinité de 0,95
permettant de créer 35 patterns différents d’expression de génes. Centroides (et écart-types) des ratios
d’expression avec le nombre de génes concernés indiqué au coin supérieur gauche de chaque pattern. En vert,

patterns corrélés avec la perte d’efficacité de I’ASM par la chaleur.

A

Figure 3.3.4.2 : Patterns CAST et modeéles d’expression des génes corrélés avec la perte
d’efficacité de I’ASM par la chaleur susceptible de receler des facteurs de résistance (A) ou
de sensibilité (B) respectivement réprimés ou induits par la chaleur. Génes différentiellement
exprimés dans au moins une des 4 comparaisons : « ASM/Eau - 21°C », « ASM/Eau - 35°C », « 35°C/21°C -
Eau » et « 35°C/21°C - ASM ». Seuil d'affinité CAST de 0,95. Pour chaque pattern
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e dans la catégorie « réponse aux stress oxydant », il s'agit de 3 peroxydases.

Ces processus biologiques ne représentent cependant qu’une infime partie des génes sur les 168
transcrits repérés comme induits par I’ASM et affectés par la chaleur. D’autres catégories
fonctionnelles apparaissent comme sur-représentées, telles que 4 déhydrines liées a la réponse

a I'eau ainsi qu’une hydrolase et 2 phosphates synthases liées a la synthése du tréhalose.

Pour un comportement d’expression inverse (répression par I'’ASM affectée par la
chaleur), toutes les catégories fonctionnelles liées au cycle cellulaire voient des génes activés
par la chaleur (Figure 3.3.3.4). Il est méme étonnant de noter que la quasi-totalité des genes
appartenant a ces catégories et qui sont induits par la chaleur chez des plantes traitées a I’'ASM

sont réprimés par I’ASM a 21 °C.

Ainsi, pour des plantes traitées a I’ASM, on remarque que la modalité chaleur a tendance
a abaisser le niveau d’expression de génes impliqués dans les défenses contre les
phytopathogénes et a augmenter le niveau d’expression de génes liés au cycle cellulaire alors
qgue I'’ASM provoque l'effet inverse chez des plantes cultivées en modalité témoin. La chaleur
semble ainsi agir sur la balance défense/croissance modulée par I'’ASM chez le pommier. Ce
phénomene, corrélé avec la perte de résistance vis-a-vis d’E. amylovora observée, suggéere que
la chaleur a un réle important non seulement sur la perte d’efficacité des défenses déclenchées
par I’ASM mais également sur |'établissement d‘un état physiologique de la plante favorable au

développement de la bactérie.

3.3.4 Partitionnement des données par la méthode CAST

L'étape suivante a consisté a affiner le clustering des transcrits différentiellement
exprimés dans au moins une des 4 comparaisons effectuées en Figure 3.3.1.2 afin d’obtenir un
nombre de clusters « raisonnable » regroupant des transcrits au comportement similaire. La
méthode de partitionnement CAST (Technique de recherche par affinité de partitionnement pour
« Clustering Affinity Search Technique ») a été privilégiée pour notre jeu de données. D'une
part, cette méthode ne nécessite pas de définir un nombre de partitionnement optimal
(contrairement a d’autres méthodes) puisqu’elle classifie un a un chaque transcrit dans un
groupe selon la distance qui le sépare des autres. D’autre part, un seuil d'affinité peut étre choisi,
que I'on peut considérer comme l'inverse de la distance métrique nécessaire pour associer deux
transcrits a un méme cluster. Les transcrits en dessous ou égal a ce seuil sont donc assignés a

un méme cluster et dés qu’ils dépassent ce seuil, ils sont ajoutés a un nouveau groupe.

En prenant un seuil d'affinité de 0,95, 35 profils différents sont obtenus pour les 3517

transcrits différentiellement exprimés dans au moins une des comparaisons (Figure 3.3.4.1).
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Tableau 3.3.4 : Potentiels marqueurs de résistance et de sensibilité du pommier vis-a-vis
d’E. amylovora, modulés par I’ASM et et moins modulés par ce méme SDP si une journée a 35°C

fait suite au traitement. Leur nom codifié, leur fonction, le cluster auquel ils appartiennent (A, B, C, E et F) et leur
ratio dans les 4 comparaisons (« ASM/Eau - 21°C », « ASM/Eau - 35°C », « 35°C/21°C - Eau » et « 35°C/21°C - ASM) sont
indiqués. Les potentiels marqueurs de résistance sont ceux qui ont un ratio log, = 1 dans la comparaison « ASM/Eau -
21°C » et un ratio log, < -1 dans la comparaison « 35°C/21°C - ASM ». Les potentiels marqueurs de sensibilité sont ceux qui
ont un ratio log, < 1 dans la comparaison « ASM/Eau - 21°C » et un ratio log, = -1 dans la comparaison « 35°C/21°C -
ASM ».

Log, ratios
Cluster Code Fonction Géne ASM/Eau | ASM/Eau | 35°C/21°C | 35°C/21°C

21°C 35°C Eau ASM
MD04G1111500 2,50 133 0,00 117
MD14G1160800 3,07 2,00 -0,10 1,50
) MD15G1131700 3,26 1,97 0,37 1,69
MdBIS2 Bipheny! synthase MD15G1132000 2,67 1,29 20,22 71,60
MD15G1132100 331 1,87 ~0,45 1,65
D15G1132300 2,08 2,01 0,7 1,50
- D13G1157400 2,49 65 2,02 23,00
MdBXL1 Beta-xylosidase 1 D16G1158300 To6 56 1,84 ea
A ) D05G1184300 2,75 2,29 20,50 1,20
MdGST7 Glutathione S-tranferase 7 MD14G1232200 3.66 385 .75 .07
ysine-cetoglutarate MDO02G1105000 1,28 0,75 20,42 ~1,02

MdLKR/SDH reductase/saccharopine
e o MD02G1105300 1,25 0,66 -0,41 -1,07
sodium/calcium exchanger family MD10G1284700 2,18 1,18 -0,37 -1,03
MdExCaNa protein MD10G1284800 2,11 1,50 0,38 1,07
- MD13G1122100 3,36 2,68 0,35 1,07
MdWRKY75 WRKY?75 transcriptional factor MD16G1122400 2.66 1.82 0.86 ~1.00
MD13G1208400 3,18 1,74 ~0,01 1,87
A D13G1208500 3,29 2,25 -0,12 1,48
MdPR-6 Serine protease inhibitor (PR-6) D13G1208700 4,39 2,57 20,86 2,57
N D13G1208300 2,20 0,29 20,10 1,63
MD16G1210300 3,37 1,33 0,15 2,36
A MD17G1080500 2,55 1,44 20,36 ~1,06
B DERES TN GEER S MD17G1080700 1,82 0,73 0,11 1,02
N MDO05G1336400 1,14 0,44 20,52 1,22
MATRX Thioredoxin superfamily protein MD10G1311900 1,22 0,48 -0,36 -1,26
B MD13G1172100 2,04 0,35 ~0,34 1,85
C MDO03G1278100 1,10 ~0,60 0,32 1,17
MJARA ‘Arabinose Kinase MDO8G1124400 1,45 0,55 0,01 1,15
MJAHL Protéine prédite de la famille des MD08G1196300 1,91 0,75 -0,18 -1,.31
liaisons AT-hook & I'ADN MD15G1384100 1,51 0,57 0,15 1,03
- MD02G1079200 1,69 0,05 0,05 1,01
MdBGA12 Beta-galactosidase 12 MD15G1206800 1.07 0.35 028 .02
Chaperone Dnal-domain superfamily MD10G1121200 2,32 -0,54 0,69 -2,64
B MdCDNAJ protein MD17G 1224600 1,40 20,01 0,40 T1,33
MDO04G 1142300 1,68 1,11 0,16 SRS
DCEYED LeesEa 7 MD16G1147100 2,19 0,84 20,20 1,23
MdCrypt Cryptine MD09G1199000 2,01 0,22 -0,51 -2,01
) MD03G 1242400 1,32 20,60 ~0,49 2,12
frdcar legims MD11G1262100 1,55 0,47 20,32 1,32
MdG76E2 UDP-glucosyltransferase 76E2 MD03G1082200 2,11 1,17 0,34 -1,00
C MdGibOx1 Gibberelline 2-oxidase 1 MD10G1194100 1,00 031 0,42 1,00
MJAP2B3 'AP2/B3-like transcriptional factor MD03G 1047900 2,13 0,44 0,53 1,21
MJATXR6 Trithorax-related protein 6 MD01G 1224300 2,69 0,01 0,27 1,97
MdBRCA1 breast cancer susceptibility1 MD05G1060000 -2,25 -1,07 0,04 1,37
MJBRCA2 BRCA2-like B MDO01G1008700 1,02 0,77 0,19 1,25
- MD03G1072700 2,25 0,62 0,15 1,43
MdcDC6 Control of cell division 6 MD11G1078800 200 0.08 006 165
- . MD02G1149400 2,05 0,95 0,05 132
MdDDM1 chromatin remodeling 1 MD15G1264100 185 0.84 0.02 1.32
MDO03G1011100 -2,00 1,12 -0,22 1,19
MdCMT3 Chromomethylase 3 MD11G1012800 1,97 71,02 0,01 1,16
MdDEL1 DP-E2F-Iike 1 (DELL) MDO06G1181700 2,43 0,03 ~0,28 1,42
MDO08G 1034400 2,23 20,64 0,16 1,62
MdUTPasel DUTP pyrophosphatase-like 1 MD08G1034500 -2,19 -0,88 -0,11 1,47
MD15G1031300 2,42 0,78 0,11 1,70
} MDO04G1201800 ~1,19 0,24 0,16 1,72
LRI ISR (R MD12G1215400 2,01 ~0,90 0,03 2,36
MdHop2 Hop2 Homolog MD16G 1044800 ~1,82 0,83 0,11 1,07
; MDO08G 1064300 3,15 1,53 ~0,45 1,86
E MdIQ6 MO MD15G1057400 2,94 T1,35 0,38 1,69
] — . ! MD03G1189700 2,52 1,82 0,17 1,12
MdKin Kinesin motor family protein MD11G1206000 257 150 018 To1
MJENODL17 early nodulin-like protein 17 MD17G1223900 2,19 1,28 0,21 1,21
MdNPK1 NPK1-related protein Kinase 3 MD13G1186500 2,14 ~1,08 ~0,24 1,04
- MD05G1192200 2,48 1,05 0,15 1,55
MdRING1 Breast cancer associated RING 1 MD10G1178800 204 101 0,13 1.40
) MD06G 1225500 2,63 1,03 ~0,05 1,38
MdRPA70 RPA70-kDa subunit B MD14G1212400 3,16 1,14 20,19 2,00
structural maintenance of MD01G1182300 -2,20 -1,07 -0,17 1,27
Mdsiice chromosomes 2 MDO07G1252800 2,10 ~1,08 ~0,15 1,00
) MDO1G1189600 1,90 0,37 0,37 1,08
MdSubt1.3 Subtilase 1.3 MDO1G1190400 ~2,05 ~1,07 ~0,23 1,04
o MDO09G 1121200 3,05 1,18 0,16 1,82
LIRS Ui EIe NRESe MD17G1112200 2,77 ~1,04 ~0,26 1,82
MDO03G 1283400 -1,38 0,78 0,47 131
MdWEE1 kinase WEE1 homolog MD11G1302700 -1,58 0,59 0,09 1,02
MD11G1303200 2,47 0,64 ~0,30 1,40
E ; MD11G1284700 ~1,80 0,35 0,45 1,04
F LI FEEESO WEmely MD03G1264100 ~1.73 0,29 0,63 1,13
MJANT Integrase-type DNA-binding MD08G1077100 1,74 0,21 -0,70 1,48

superfamily protein

MdCLV3 CLAVATA3/ESR-RELATED 16 MD13G1023500 1,52 0,14 ~0,50 1,30
F FASCICLINAike arabimoaatactan MDO03G 1114600 -1,48 0,01 ~0,29 1,13
MdFLA12 p'mi:;;al'zn"ga actan MD03G1114700 1,54 0,32 0,32 1,34
MD11G1133200 ~1,60 0,17 0,22 1,25
- MD15G1050300 1,14 0,47 0,51 1,38
aanyBee P15 e MD16G1093200 ~1,62 0,85 0,61 2,20




Nous nous sommes particulierement intéressés a 8 clusters regroupant 85% des transcrits (soit
2994 transcrits) et dont les profils pourraient expliquer la perte d’efficacité de I’ASM contre E.
amylovora a la chaleur (Figure 3.3.4.2) : i) induction par I’ASM plus forte dans la modalité a
21°C que dans la modalité chaleur, associée a une répression provoquée par la chaleur dans des
plantes traitées a I’ASM et ii) répression par I’ASM observée a 21°C et levée - tout au moins en
partie - dans la modalité chaleur, associée a une surexpression dans la modalité chaleur, dans
les plantes traitées a I’ASM. Deux types de cluster se distinguent et regroupent :

e 4 clusters formés d‘un total de 1564 génes induits plus fortement par I’ASM dans la
modalité témoin que dans la modalité chaleur (Figure 3.3.4.2A). Ces clusters renferment
probablement des facteurs de résistance a la maladie. Le cluster A (1320 genes) contient
des génes réprimés par la chaleur quel que soit le traitement (comparaisons « 35°C/21°C
- Eau » et « 35°C/21°C - ASM »). Le cluster B (216 génes) regroupe des genes dont
I'expression est réprimée par la chaleur uniquement si les plantes ont été traitées a I’ASM
(« 35°C/21°C - ASM »). Dans les clusters C (21 genes) et D (7 genes), la chaleur a pour
effet d’induire I'expression des génes dans les plantes traitées a I’eau alors qu’elle les
réprime dans les plantes traitées a I’ASM.

e 4 autres clusters regroupent un total de 1430 génes tous réprimés par I’ASM a 21°C mais
moins réprimés, voire induits si les plantes ont préalablement subi un passage a 35°C
(Figure 3.3.4.2B). Ces clusters contiennent probablement des facteurs de sensibilité a la
maladie. La particularité du cluster E (1271 génes) est qu'il est formé de génes dont
I’'expression n’est pas modifiée par la température dans les plantes traitées a |'eau. Par
contre, les clusters F (107 génes), G (50 génes) et H (2 génes) regroupent tous des

genes dont I'expression est réprimée par la chaleur dans les plantes traitées a |'eau.

Ces clusters sont constitués des genes différentiellement exprimés dans au moins une
des 4 comparaisons. Pour espérer identifier les facteurs de sensibilité ou de résistance modulés
par la chaleur, seuls les génes significativement (p < 0,05) sur-exprimés (log> = 1) ou sous-
exprimés (logz < -1) a la fois dans les deux comparaisons « ASM/Eau - 21°C » et « 35°C/21°C
- ASM » ont été conservés :

e Pourles clusters A, B, C et D contenant les facteurs de résistance potentiels, cette analyse
retient respectivement 82/1320, 81/216, 5/21 et 0/7, soit un total de 168 transcrits.
e Pour les clusters E, F, G et H contenant les facteurs de sensibilité potentiels, I'analyse
retient respectivement 240/1271, 25/107, 2/50 et 0/2, soit un total de 267 transcrits.
Ces transcrits correspondent a ceux identifiés dans la section précédente comme étant modulés
par I'’ASM et affectés par la chaleur. Il est logique de parvenir au méme résultat puisque les
critéres de sélection des transcrits sont identiques entre les deux approches, bien que les

méthodes different.

Le Tableau 3.3.4 regroupe une sélection de ces génes (18 marqueurs des clusters A, B,

C et 26 marqueurs des clusters E et F), choisis en fonction de leur annotation et de leur ontologie
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Figure 3.3.5 : Niveau d’expression des geénes sélectionnés dans les clusters A, B, C d'une
part et E, F d’autre part, dans GDDH13 prétraité 3 jours avant a I’ASM ou a |'eau, et exposé

a la modalité témoin ou a la modalité chaleur. Box-plots avec moyennes, médianes, et valeurs
aberrantes représentés respectivement par des losanges, des lignes, et des cercles vides. Données d’expression
issues de 2 expériences indépendantes comportant chacune 5 répétitions biologiques par modalité de prélevement
et de traitement (n = 10). Chaque répétition biologique est constituée d'un pool de 4 jeunes feuilles issues de 4
plantes différents. Les niveaux d’expression de chaque gene ont été rapportés a la moyenne de ceux issues de
plantes traitées a I'eau et exposées a la modalité témoin. Les lettres désignent les différences statistiques établies
par un test de Kruskall-Wallis suivi d'un test « post-hoc » de Mann-Whitney avec correction de Bonferroni (a =
0,05). Fonds verts, profils d’expression potentiellement corrélés a une perte d'efficacité de I’ASM a la chaleur ;
fonds orange sinon.



GO, et ciblant particulierement les catégories fonctionnelles mises en évidence précédemment,

c’est-a-dire liées aux réponses de défense vis-a-vis des agents phytopathogénes d’une part et

au cycle cellulaire/croissance/développement d’autre part.

3.3.5 Validation des marqueurs issus de I'analyse

transcriptomique

L'expression des géenes marqueurs précédemment sélectionnés comme associés a la

perte d’efficacité de I’ASM a cause de la chaleur, a été vérifiée par RT-gPCR dans des répétitions

d’expériences identiques (et indépendantes) a celles utilisées pour I'analyse transcriptomique.

Certains couples d’amorces qPCR mis au point ciblent parfois plusieurs genes d’'une méme

fonction moléculaire, leur séquence étant peu polymorphe. Ainsi par exemple, les amorces du

marqueur nommeé « MdBIS2 » amplifient en réalité 6 génes de biphényl synthases du pommier
(Tableau 3.3.4).

Les résultats montrent que I'expression des génes a globalement le profil attendu mais

I'analyse statistique ne révéle pas toujours des différences significatives la ou elles étaient

espérées (en fond rougeatre sur la Figure 3.3.5). C'est le cas :

de 3 marqueurs (MdCDNAJ, MdCrypt et MdExCaNa) appartenant aux clusters A, B et C,
pour lesquels nous attendions le comportement suivant : (i) significativement induits par
I’ASM a 21°C et (ii) non différentiels entre I’ASM et I'eau a 35°C ou significativement
induits a I’ASM a 35°C mais a des niveaux inférieurs que I’ASM a 21°C.

de 17 marqueurs (MdANT, MdBRCA1, MdCDC6, MdDDM1, MdCMT3, MdCLV3, MdDEL1,
MdUTPasel, MdH2A.W7, MdHop2, MdIQ6, MdKin, MdMYB66, MdNPK1, MdRINGI1,
MdStMC2 et MdSubtl1.3) appartenant aux clusters E et F, pour lesquels nous attendions
le comportement suivant : (i) significativement réprimés par I’ASM a 21°C et (ii) non
différentiels entre I’ASM et I’'eau a 35°C ou significativement réprimés a I’'ASM a 35°C

mais a des niveaux supérieurs que I’ASM a 21°C.

Pour les autres génes, on distingue finalement 6 profils d’expression qPCR, résumés dans

le Tableau 3.3.5 :

Profil U : induction significative par I’ASM par rapport a l'eau a 21°C et réduite par la
chaleur pour atteindre un niveau intermédiaire, significativement différent a la fois de
celui des plantes traitées a I’ASM a 21°C et de celui des plantes traitées a I'eau a 21°C
(MdBIS2, MdGST7, MAWRKY75, MdTPS4 et MdG76E2).

Profil V : induction significative par I’ASM par rapport a I’eau a 21°C et réduite par la

chaleur pour atteindre un niveau intermédiaire, significativement différent de celui des
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Tableau 3.3.5

identifiés par I'analyse microarray. *

la comparaison considérée ; ns

considérée. Les tests statistiques appliqués sont ceux décrits dans la figure 3.3.5.

Profils RT-qPCR attribués aux potentiels marqueurs de résistance et de
sensibilité du pommier vis-a-vis d'E. amylovora et correspondance avec les clusters

: modulation d’expression du géne statistiquement significative pour
modulation d’expression du géne non significative pour la comparaison
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plantes traitées a I’ASM a 21°C mais non significativement différent de celui des plantes
traitées a I'eau a 21°C (MdLKR/SDH, MdLAC7, MdTRX, MdAHL et MdGAL).

e Profil W : induction significative par I’ASM par rapport a l'eau a 21°C et réduite par la
chaleur pour atteindre un niveau intermédiaire, non significativement différent a la fois
de celui des plantes traitées a I’ASM a 21°C et de celui des plantes traitées a I'eau a 21°C
(MdBXL1, MdPR-6, MdARA, MdBGA12 et MdGibOx1).

e Profil X : répression significative par I’ASM par rapport a I'eau a 21°C et réduite par la
chaleur pour atteindre un niveau intermédiaire, significativement différent a la fois de
celui des plantes traitées a I’ASM a 21°C et de celui des plantes traitées a I'eau a 21°C
(MdAPB3, MAATXR6, MdRPA70, MdThyk et MdPAT9).

e Profil Y : répression significative par I’ASM par rapport a I'eau a 21°C et réduite par la
chaleur pour atteindre un niveau intermédiaire, significativement différent de celui des
plantes traitées a I’ASM a 21°C mais non significativement différent de celui des plantes
traitées a lI'eau a 21°C (MdBRCA2, MAENODL17 et MdFLA12).

e Profil Z : répression significative par I’ASM par rapport a I'eau a 21°C et réduite par la
chaleur pour atteindre un niveau intermédiaire, non significativement différent a la fois
de celui des plantes traitées a I’ASM a 21°C et de celui des plantes traitées a I'eau a 21°C
(MdWEE1).

Si on compare ces profils aux modeéles d’expression proposés pour les différents clusters
précédemment mis en évidence et concernés par les génes testés, on remarque qu’aucune
modulation de |I'expression de ces génes par la chaleur n’est observée dans les plantes traitées
a I'eau par qPCR alors que plusieurs clusters allaient dans ce sens (clusters A, B, F). Il n’y a donc
pas de correspondance fine entre I'appartenance aux « clusters CAST » et I'appartenance aux
« clusters gPCR ». Mais la distinction majeure qui différencie les clusters A, B, C d’une part et
les clusters E et F d’autre part (induction vs répression par I’ASM a 21°C) est bien retrouvée

entre les profils U, V, W d’une part et X, Y, Z d’autre part.

Les marqueurs identifiés se différencient également par I'amplitude de leur niveau
d’expression, notamment pour les plantes traitées a I’ASM et placées a 21°C. Certains génes
présentent une forte amplitude d’expression atteignant parfois des log> = 5 (MdBIS2, MdBXL1,
MdGST7, MdLAC7, MdPR-6, MdTPS4 et MdWRKY75) ou < -5 (MdATRX6 et MdRPA70).

En résumé, I'analyse microarray a permis d’identifier 15 marqueurs de résistance et 9
marqueurs de sensibilité au feu bactérien, dont I’'expression est modulée par I’ASM et la chaleur
et est validée ensuite par RT-qPCR. De tels génes, en particulier ceux ayant montré de fortes
modulations d’expression par I’ASM, devraient s’avérer des marqueurs particulierement robustes
pour des analyses ultérieures, que ce soit des criblages de nouveaux SDP ou des études sur la

perte d’efficacité des SDP due a la chaleur.
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Figure 3.4.1 : Accumulation transcriptionnelle (A) et protéique (B) de MdAGGs, MdPR-2 et
MdPR-10 dans GDDH13 pré-traité 3 jours avant a I’ASM ou a l'eau, et exposé a la modalité

témoin ou a la modalité chaleur. (A) Box-plots avec moyennes, médianes, et valeurs aberrantes
représentés respectivement par des losanges, des lignes, et des cercles vides. Données d’expression issues de 2
expériences indépendantes comportant chacune 5 répétitions biologiques par modalité de prélevement et de
traitement (n=10). Chaque répétition biologique est constituée d’'un pool de 4 jeunes feuilles issues de plantes
différentes. Les niveaux d’expression de chaque géne ont été rapportés a la moyenne de ceux issus de plantes
traitées a l'eau et exposées a la modalité témoin. Pour chaque géne, les différences statistiques globales sont
établies par un test de Krukall-Wallis (MdAGGs : p = 1,493e-06 ; MdPR-2 : p = 1,334e-06 ; MdPR-10 : p =
2,788e-06) et les lettres désignent les différences statistiques établies par un test « post-hoc » de Mann-Whitney
avec correction de Bonferroni (a = 0,05) (B) Immunodétection des protéines. Chaque échantillon est constitué
d'un pool d’extraits protéiques d'une expérience (comportant 5 réplicats biologiques) issus des mémes tissus que
ceux utilisés pour I'analyse transcriptionnelle. 10 pg de protéines totales/puits. Résultats représentatifs de 2
répétitions biologiques indépendantes.




3.4 Analyse ciblée de quelques marqueurs chez le

pommier en réponse a I’ASM et/ou la chaleur

3.4.1 Comportement transcriptionnel et protéique de

MdAGGs, MdPR-2 et MdPR-10

La puce a ADN utilisée ne comporte pas de sondes permettant d’hybrider les transcrits
des génes MdAGGs, absents de I’'annotation fonctionnelle initiale du pommier GDDH13 utilisé
dans cette partie. Les agglutinines ayant été précédemment identifiées comme marqueurs de la
résistance contre le feu bactérien (voir chapitre 2), la modulation de leur expression et de leur
accumulation par I'’ASM dans des plants greffés ayant subi ou non une modalité chaleur
(identique a celle décrite pour I'analyse transcriptomique) a été étudiée et comparée a celle de
MdPR-2 et MdPR-10 (Figure 3.4.1).

Au niveau transcriptionnel, les génes MdAGGs sont significativement induits par I’ASM en
comparaison au traitement eau, mais a des niveaux équivalents entre les deux modalités de
température. Ce résultat est confirmé par I'accumulation de protéines observée par western blot.
Le méme comportement transcriptionnel est observé pour le géne MdPR-2, mais en revanche la
détection des protéines ne permet pas de montrer l'effet traitement. Contrairement aux deux
autres marqueurs, le géne MdPR-10 est significativement induit par I’ASM par rapport a I'eau
dans chacune des modalités de température mais a un niveau significativement plus faible pour
la modalité chaleur. Ce résultat semble se confirmer par l'analyse protéique bien que la
différence observée pour le traitement ASM entre les modalités témoin et chaleur ne soit que
faiblement perceptible. Ainsi, bien que non repéré par l'analyse transcriptomique, MdPR-10
semble également correspondre a un marqueur de résistance induit par I’ASM mais réprimé par

la chaleur.

3.4.2 Comportement des marqueurs pré-sélectionnés dans
différentes situations d’application d’un stress

chaleur

Le géne MdPR-10 et ceux identifiés par I'analyse transcriptomique puis validés par qPCR,

semblent pouvoir servir d'indicateurs de I'effet négatif de la chaleur sur la protection apportée
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par I’ASM vis-a-vis d’E. amylovora. Pour affiner I'analyse, plusieurs modalités de stress chaleur
ont été appliquées aux plants greffés GDDH13, traités a I’ASM ou a |'eau, puis |I'expression de
ces marqueurs a été comparée. La Figure 3.4.2.1 décrit les différents protocoles utilisés : 1 a 4
jours successifs de chaleur (chacun avec un pic de 4h a 35°C) ont été appliqués, les traitements
eau ou ASM ayant été effectués le matin du dernier jour de chaleur et les plantes remises en
condition témoin le lendemain pour un prélévement des tissus 3 jours aprés traitement. Pour
rappel, la modalité « 3 jours de chaleur » correspond a celle appliquée pour I'analyse microarray,
et les modalités « 1 et 3 jours de chaleur » correspondent a certaines modalités appliquées pour
les tests de protection, avec une efficacité moindre de I’ASM avec 3 jours consécutifs de chaleur

(comparés a 1 jour) (Figure 3.2.3.4).

La Figure 3.4.2.2 montre les résultats d’expression des génes rapportés a l'expression
moyenne obtenue dans les plantes traitées a I'eau et ayant subi la modalité « 3 jours ». Pour
chaque gene, chaque niveau d’expression est comparé statistiquement a celui obtenu dans les
plantes traitées a I’ASM et exposées a la modalité « 3 jours ». Pour plus de la moitié des
marqueurs testés, le nombre de jours de chaleur n‘affecte pas leur niveau d’expression dans les
plantes traitées a I'ASM (MdGAL, MdGibOx1, MdLAC7, MdLKR/SDH, MdTPS4, MdG76E2,
MdWRKY75, MdAP2B3, MdATXR6, MdBRCA2, MdFLA12, MdENODL17, MdPATY, MdRPA70 et
MdThyK). Ces génes ne sont donc pas de bons représentants d'un effet de cumul de chaleur
corrélé a une perte d’efficacité progressive de I’ASM (tout au moins quand les prélevements sont
effectués 3 jours aprés traitement). D'autres génes (MdBIS2, MdGST7, MdPR-6 et MdPR-10)
voient leur expression diminuée dans la modalité « 4 jours », suggérant une perte d’efficacité
de I'’ASM potentiellement plus élevée que celle observée dans la modalité « 3 jours ». C'est
malheureusement une modalité qui n'a pas été testée précédemment (cf Figure 3.2.3.4). Enfin,
seuls 5 génes marqueurs du stress chaleur semblent corrélés a la perte d’efficacité de I'ASM
causée par le cumul de chaleur (MdARA, MdAHL, MdBGA12, MdBXL1 et MdTRX) puisque leur
niveau d’expression apres traitement ASM est significativement plus élevé pour la modalité « 1
jour » que pour la modalité « 3 jours », les expressions obtenues dans les modalités « 2 et 4

jours » étant similaires a celles obtenues dans la modalité « 3 jours ».

3.5 Discussion

Indépendamment de la chaleur, I'analyse globale effectuée montre que le transcriptome
du pommier est fortement reprogrammé par I’ASM, avec une induction de certaines fonctions
défensives associées a une répression de certaines fonctions du cycle cellulaire et de la
croissance. Ceci est cohérent avec le fait que les plantes doivent optimiser les ressources
disponibles, souvent synonyme d’un compromis entre croissance et défense. En effet, I'induction
des défenses, coliteuse en énergie, nécessite une relocalisation des ressources allouées a la

croissance au profit des mécanismes permettant a la plante de faire face aux bioagresseurs
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(Bolton, 2009 ; Huot et al., 2014). Nos résultats concordent aussi avec ceux de Warneys et al.
(2018) issus d’une étude microarray réalisée sur des semis de pommiers prétraités a I’ASM. Des
mécanismes communs, induits comme réprimés par I’ASM, sont retrouvés dans les deux
analyses transcriptomiques comme par exemple des genes impliqués dans la synthése de
métabolites défensifs, tels que des terpénes synthases et des biphényl synthases, ou codant
certaines protéines PR pour les inductions, ou des génes impliqués dans des fonctions de

régulation du cycle et de la division cellulaire pour les répressions.

L'’ASM est un analogue du SA qui déclenche les défenses dépendantes de cette
phytohormone, et plus généralement la SAR (Oostendorp et al., 2001). Les réponses
immunitaires activées par le SA incluent la production des métabolites et de protéines
antimicrobiennes ainsi que des modifications de la paroi. En contrepartie, le SA, tout comme
I’ASM, réprime de nombreux processus liés a la croissance et au développement (van Butselaar
et Van den Ackerveken, 2020), notamment liés a la signalisation, la perception d'autres
phytohormones impliquées dans ces processus tels que les auxines (Wang et al., 2007 ;
Pasternak et al., 2019) et le GA (Xie et al., 2007 ; Kriznik et al., 2017). Ce phénoméne est
flagrant pour la plupart des mutants accumulant de maniére constitutive le SA et présentant un
phénotype nain chez Arabidopsis (Brodersen et al., 2006 ; Miura et al., 2009 ; Sasek et al.,
2014, Chandran et al., 2014). A l'inverse, les acteurs de la croissance peuvent étre impliqués
dans la répression de l'immunité dépendante du SA (van Butselaar et Van den Ackerveken,
2020), notamment les auxines. Par exemple, les mutants d’A. thaliana altérés au niveau du géne
WAT1 codant un transporteur vacuolaire d’auxine présentent des parois secondaires plus fines
(Ranocha et al., 2013) mais accumulent davantage de SA, permettant une meilleure protection
contre certains agents pathogénes bactériens et fongiques (Denancé et al., 2012 ; Tang et al.,
2019). Sachant que Warneys et al. (2018) ont mis en évidence des facteurs de transcription liés
a l'auxine et réprimés par I’ASM, il est possible que les auxines aient un réle important dans la
répression de l'immunité innée chez le pommier. Cependant, la relation entre la balance
croissance/défense et les auxines s’avére plus complexe chez cette espéce, puisqu’on peut voir
des effets contradictoires. En effet, le NAA, analogue d’auxine utilisé comme éclaircisseur en
verger, et réprimant des fonctions liées a la croissance et au développement (abscission des
fruits, diminution de la photosynthése, altération du métabolisme des carbohydrates ; Zhu et
al., 2011) confére une protection contre le feu bactérien comparable a I’ASM et active quelques
genes de défense de maniére similaire a I’ASM (Dugé de Bernonville et al., 2014, ce travail -
chapitre 2). Parmi les régulateurs clés de la balance croissance/défenses, DEL1 fait figure
d’exemple chez A. thaliana. Ce régulateur promeut la réplication cellulaire et inhibe
I'accumulation de SA en ciblant directement un de ses transporteurs, EDS5, et des mutants
altérés dans l'expression de DEL1 sont plus résistants a |'oidium (Golovinomyces orontii),
contrairement a des mutants sur-exprimant ce géne (Chandran et al., 2014). Chez le pommier,

MdDEL1 pourrait avoir ce méme rble sur la balance croissance/défense puisqu’il est
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significativement réprimé par I’ASM dans nos analyses transcriptomiques et transcriptionnelles,

aux c6tés d'autres genes liés a la croissance.

Au niveau de la régulation épigénétique, les TE analysés concernent seulement ceux de
classe I (rétrotransposon), de par leur nature a exprimer une séquence d’ARN intermédiaire
avant d’insérer leur copie dans le génome. De nombreux TE sont a la fois induits et réprimés 3
jours aprés application d’ASM alors que la chaleur affecte peu leur transcription deux jours aprés
le retour a des conditions normales. Néanmoins, la chaleur a tendance a réduire Iégerement le
nombre de TE modulés par I’ASM. Cela caractérise un effet transitoire de la chaleur, qui pourrait
réduire au silence quelques TE induits par I'’ASM et a l'inverse, en activer d’autres qui sont
réprimés par ce SDP. Une étude a mesuré chez 10 écotypes d’A. thaliana la modulation des TE
des les premiéres heures d’un stress chaleur (38°C). Il s’est avéré que la chaleur induit
davantage de TE qu’elle n’en réprime pour 7 écotypes (56 a 80 % des TE différentiellement
exprimés) et l'inverse pour les 3 derniers écotypes testés (63-79 % des TE différentiellement
exprimés), montrant que la modulation des TE s’effectue précocement durant le stress et
différemment selon le fond génétique (Barah et al., 2013). L'induction transitoire des TE par la
chaleur ne nécessite pas une déméthylation de I’ADN chez A. thaliana, mais est principalement
modulée par des modifications mineures d’histones et une forte décondensation de
I’hnétérochromatine (Pecinka et al., 2010). Parmi les familles de rétrotransposons induites par la
chaleur, les ONSEN (COPIA) font parties des familles majoritairement induites, de par la
présence d'un cluster de quatre motifs nGAAn formant un élément thermosensible (Pietzenuk et
al., 2016). Durant |'exposition a la chaleur, les TE ONSEN peuvent étre induits par la fixation
d’'un HSF (HSFA2) sur leur élément thermosensible (Pecinka et al., 2010) et s'insérent
préférentiellement dans les zones enrichies en histone H3K27me3 et en variant d’histone H2A.Z
(Roquis et al., 2021). Ainsi, il est probable que nos traitements de chaleur impactent la

transcription d’ET telles que les ONSEN, mais pendant le stress, et ce par I'action d’"HSF.

De nombreux TE sont induits ou réprimés par I’ASM. Mis a part certains TE (par exemple,
ONSEN), la majorité est régulée par des méthylations de I’ADN, dirigées en partie par DDM1
chez A. thaliana. DDM1 est capable de modifier l'accessibilité a I'ADN de maniere ATP-
dépendante en remodelant la composition et le placement des nucléosomes. Les mutants altérés
au niveau du géne DDM1 présentent des hypométhylations ce qui engendre une forte
transcription des ET (Zemach et al., 2013). MdDDM1 est réprimé par I’ASM indépendamment de
la température, ce qui peut expliquer l'induction de TE notable par I"élicitation de ce SDP. DDM1
prévient aussi la mobilité des éléments transposables par I'ajout d’histone H2A.W (Osakabe et
al., 2021). MdH2A.W7 est un homologue de AtH2A.W7 chez A. thaliana, présent au niveau de
I'hétérochromatine et impliqué dans la tolérance aux stress génotoxiques (cassure double brin,
etc. ; Lorkovi¢ et Berger, 2017 ; Lorkovi¢ et al., 2017). MdH2A.W7 est réprimé par I’ASM, tout
comme MdDDM1 qui pourrait le recruter, ce qui suppose une répression des processus de

réparation de I'’ADN et I'activation de TE. De méme, on observe aussi une répression de MdCMT3,
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un homologue de CMT3 chez A. thaliana, qui est impliqué dans la méthylation de I’ADN et par
conséquent le contr6le de I'expression des génes et stabilité du génome (Bartee et al., 2001 ;
Cao et al., 2003). Sa répression indépendante de la chaleur pourrait aussi expliquer I'induction
de TE ASM-dépendant.

La répression de mécanismes moléculaires liés a la croissance et au développement par
I’ASM au profit de mécanismes liés aux défenses se traduit parfois chez le pommier au niveau
phénotypique. Des retards de croissance ont en effet pu étre observés par rapport a des semis
traités a I’eau (données non présentées). Ce phénomeéne est connu chez d'autres espéces, tel
que l'amarante (Nair et al., 2006), le haricot (Phaseolus vulgaris cv. Prelude ; Azami-Sardooei
et al., 2013), le concombre (cv. Jessica ; Azami-Sardooei et al., 2013), le blé (Triticum aestivum
; Heil et al., 2000), ou encore l'oignon (Allium cepa ; Gent et al., 2005). Mais cet effet négatif
sur la croissance et le développement, n’est pas toujours observé chez toutes les variétés d’'une
méme espece. Par exemple, I'ASM ne modifie pas ces parameétres chez la variété Moneymaker
de la tomate, méme pour une concentration 2,5 fois plus importante que celle préconisée pour
une résistance conférée vis-a-vis de B. cinerea (Azami-Sardooei et al., 2013), alors qu’une
diminution de la taille et du poids d'autres variétés de tomate (OH8245 et Easy Harvest) est
décrite (Louws et al., 2001). De méme chez le poivron, I’ASM provoque une réduction du
rendement seulement pour une des 6 variétés testées tout en induisant une protection vis-a-vis
de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria sur |'ensemble des variétés (Romero et al., 2001).
Il semblerait donc que certains fonds génétiques soient plus sensibles a la répression de la

croissance qui peut étre provoquée par I’ASM.,

Nos résultats montrent qu’un traitement ASM voit son efficacité vis-a-vis d’E. amylovora
diminuer dés qu’une journée de chaleur dite naturelle (montée (6h) et diminution (6h)
progressives de température encadrant un plateau de 4 h a 35°C) ou brutale (12 h a 35°) est
appliquée dans les heures qui suivent le traitement. Cette perte d’efficacité a tendance a
s’aggraver si les plantes sont exposées a des jours supplémentaires de chaleur antérieures au
traitement. Au niveau transcriptionnel, cette perte d’efficacité est corrélée a une réduction de
I'activation des défenses. Ceci est cohérent avec de nombreux résultats de la littérature. Par
exemple, |'altération de la voie SA par la chaleur est illustrée chez A. thaliana soumis a des
conditions de températures élevées, par la répression de deux acteurs de cette voie, EDS1 et
SNC1, chez des mutants surexprimant ces génes dans des conditions normales de température
(Yang et Hua, 2004). Huot et al. (2017) ont démontré que A. thaliana est plus sensible a Pst si
les plantes sont placées a la chaleur 2 jours avant infection. Cette sensibilité accrue est associée,
du coté de la plante, a une diminution des niveaux de SA, a une répression de sa biosynthése
(ICS1) ainsi que des défenses SA-dépendantes. Du coté de I'agent pathogéne, les auteurs ont
démontré que la translocation des effecteurs de type III était plus importante dans les plantes

exposées a la chaleur. Concernant la signalisation ROS, Janda et al. (2019) ont également
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Figure 3.5 : Récapitulatif des genes et fonctions cellulaires modulés par I'’ASM a 21°C
(rouge : induction, vert : répression) et moins modulés par ce méme SDP si une journée a
35¢°C fait suite au traitement. Gib : gibbérelline, JA : jasmonic acid, NHP : N-hydroxypipecolique, ROS :
reactive oxygen species, ¢ : cellulaire. Les génes en gras semblent correspondre aux marqueurs les plus robustes
(influence de la chaleur plus marquée si cumul de jours de chaleur, corrélée a une perte progressive de I'efficacité
de I'ASM)



démontré que le burst oxydant induit par flg22 est réprimé par la chaleur qui provoque

notamment la diminution de la transcription et de la traduction du récepteur spécifique FLS2.

L'analyse transcriptomique des pommiers traités a I’ASM et subissant une élévation de
température montre que, paralléelement a la diminution de I'activation des acteurs de défense,
une diminution de la répression d’acteurs de la croissance est observée. Ce phénoméne est
vérifiable phénotypiquement sur des mutants d’A. thaliana accumulant constitutivement du SA.
A des températures normales, ces mutants présentent du nanisme, mais lorsqu’ils sont placés a
la chaleur, ils retrouvent un phénotype semblable aux plantes non transformées (Yang et Hua,
2004 ; Ichimura et al., 2006 ; Hammoudi et al., 2018). Un des médiateurs de cette balance, le
facteur de transcription PIF4 (Quint et al., 2016 ; Gangappa et al., 2017), est activé par la
chaleur ce qui léve la répression exercée par le phytochrome phyB (Legris et al., 2016 ; Jung et
al., 2016). PIF4 est impliqué dans la croissance en activant des génes liés a la synthése d’auxine,
de GA et de brassinostéroides (Quint et al., 2016), mais également d’autres génes liés a la
croissance (ATHB2, EXP8, XTR7, etc. ; Gangappa et al., 2017). En effet, une des réponses
transitoires d’A. thaliana pour échapper a la chaleur est de modifier son architecture aérienne
(thermomorphogénése), avec une élongation marquée du pétiole des feuilles de rosette et des
cotylédons qui se déplacent vers le haut. Ce phénotype a un taux de transpiration plus élevé, ce
qui permet d'atténuer les températures élevées en améliorant le refroidissement par
évaporation. Il se produit aussi un amincissement des organes aériens, qui permet de les
refroidir plus efficacement par transpiration et convection (Quint et al., 2016). Il est intéressant
de noter que PIF4 joue également un role sur la voie SA, en réprimant I'expression de EDS1 et
PBS3 ainsi que des génes codant des protéines PR (PR-1 et PR-5), conduisant a une sensibilité
accrue a Pst (Gangappa et al., 2017) et B. cinerea (Xiang et al., 2020). Un homologue de PIF4
n‘a malheureusement pas été identifié dans nos analyses transcriptomiques. Quant a DELI,
réprimé par I’ASM en condition témoin, les analyses transcriptionnelles n’indiquent pas
d’annulation de cette répression par la chaleur. Un médiateur de la balance croissance/défense

modulé transitoirement par la chaleur reste donc a identifier chez le pommier.

Si on s’intéresse aux fonctions des marqueurs différentiellement régulés par I’ASM et la
chaleur dans ce travail, ceux dont l'induction est moins élevée si une journée de chaleur suit le
traitement ASM (au nombre de 15) appartiennent aux différents composantes du systéme de
défense de la plante, allant de la signalisation aux défenses impliquées dans la constitution des
barriéres physiques et chimiques. Quant aux marqueurs a l'inverse moins réprimés si une
journée de chaleur suit le traitement ASM (au nombre de 9), ils concernent essentiellement
I’ADN (condensation, réparation, transcription) mais également la paroi (élasticité, transport de
nutriments) et les lipides. Tous ces marqueurs sont détaillés ci-dessous et représentés
schématiquement dans la Figure 3.5. A noter qu’aucun marqueur spécifiquement lié a des
réponses aux stress abiotiques (de type Heat Shock Protein par exemple) n‘a été identifié dans

cette étude. Ceci s’explique certainement par le fait que les analyses ont été effectuées apreés
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retour des plantes dans des conditions standards de température et démontre bien le caractére

transitoire de ces mécanismes de réponse.

Marqueurs moins induits par I'’ASM en condition de chaleur

Deux homologues de facteurs de transcription sont concernés, MdAHL et MdWRKY75.
MdAHL code un membre de la superfamille des facteurs de transcription AT-Hook, conservés
dans une multitude d’organismes et pouvant activer ou réprimer la transcription de nombreux
genes (Aravind et Landsman, 1998). Les AHLs sont impliqués dans de nombreux processus de
croissance et développement et de réponse aux stress (Xiao et al., 2009, Lim et al., 2007 ; Lu
et al., 2010 ; Kim et al., 2007 ; Yadeta et al., 2011 ; Liu et al., 2021). Il est donc trés difficile
de proposer un role précis pour le gene MdAHL dans nos expériences : son comportement
transcriptionnel aprés application de I’ASM peut suggérer qu’il a un réle dans l'induction de
défenses comme dans la répression de la croissance chez le pommier. MdWRKY75 appartient
quant a lui a une autre grande famille (WRKY) de facteurs de transcription impliqués dans de
nombreuses réponses aux stress biotiques et abiotiques (Wani et al., 2021). Chez Arabidopsis,
AtWRKY75 est activé par une carence en phosphate, et a pour réle de moduler son acquisition,
en régulant le développement racinaire (Devaiah et al., 2007). D'autres réles physiologiques lui
sont attribués, en tant que régulateur positif de l'initiation de la floraison ou de la sénescence
(Zhang et al., 2017a). Il est également induit par le SA, I'H202 et I'ontogénie de I'organe (Guo
et al., 2017). Son homologue chez le peuplier (Populus alba x P. glandulosa) serait impliqué dans
la tolérance aux stress salin et osmotique (Zhao et al., 2019). Outre ses nombreux rdles
physiologiques, AtWRKY75 activerait les défenses JA- dépendantes contre certains agents
pathogénes, notamment vis-a-vis des deux champignons nécrotrophes B. cinerea et Alternaria
brassicicola (Chen et al., 2020). Chez le pommier, son induction par I’ASM est cohérente avec
les résultats de Guo et al. (2017) démontrant son inductibilité par le SA chez A. thaliana. Le
comportement transcriptionnel de MdWRKY75 s'avére étre corrélé avec la modulation de
I'efficacité de I’ASM par la chaleur et suggére son implication dans |'activation de geénes de

défense participant a la résistance contre E. amylovora.

Trois marqueurs sont impliqués dans la signalisation hormonale : MdGibOx1 (gibberellin
2-oxidase 1), MdG76E2 (UDP-glucosyl transferase 76E2) et MdLKR/SDH (Lysine-cetoglutarate
reductase/saccharopine déshydrogénase). GibOx1 est une enzyme qui désactive les
gibberellines (GA) par oxydation et qui impacte donc négativement la croissance et le
développement (Sakamoto et al., 2001 ; Wang et al., 2020). La répression de nombreux
processus de croissance et de développement observée dans nos expériences apres traitement
a I’ASM pourrait donc étre en partie causée par I'oxydation des GA. Ce résultat est cohérent avec
une étude chez le poivron (Capsicum annuum cv. Bukang) montrant I'induction d’'une GibOx par

I'application exogéne de SA (Lee et al., 2012). La réduction d’activation de MdGibOx1 par la
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chaleur, pourrait alors révéler une reprise de |'élongation cellulaire, favorable a la bactérie.
Concernant MdG76E2 qui code potentiellement une UDP-glucosyl transferase 76E2, peu de
choses sont décrites dans la littérature. Son homologue chez A. thaliana, semble étre impliqué
dans la biosynthése de précurseurs glycosylés de la voie JA (acide 12-0O-glucopyranosyl-
jasmonique ; Haroth et al., 2019). L'activation synergique des voies de défense liées au SA et
au JA pourrait donc contribuer a la résistance au feu bactérien, comme déja suggérée par Dugé
De Bernonville et al. (2012). Enfin, MdLKR/SDH code la premiére enzyme de la voie des
saccharopines, connue pour étre modulée par de nombreux stress abiotiques (Arruda et Barreto,
2020). Enzyme bifonctionnelle, sa fonction LKR (lysine-ketoglutarate reductase) transforme la
lysine combinée a I'a-ketoglutarate en saccharopine, qui est ensuite convertie en glutamate et
en a-aminoadipique semialdehyde par la fonction SDH (saccharopine déshydrogénase ;
Stepansky et Galili, 2003). Cette voie métabolique (au coté d’une autre voie, dite KAC ; Navarova
et al., 2012) peut aboutir a la synthése d’un signal de la SAR, I'acide N-hydroxypipecolique, qui
active en synergie avec le SA les défenses immunitaires au niveau local et systémique (Hartmann
et Zeier, 2018). L'application exogéne de SA semble induire les deux voies chez A. thaliana
(Arruda et Barreto, 2020), ce qui est en accord - tout au moins pour la voie des saccharopines
- avec le comportement transcriptionnel de MdLKR/SDH induit par I’ASM dans nos travaux. De
plus, nos résultats montrent que I'expression de ce géne en réponse a I’ASM est inhibée par la
chaleur, ce qui pourrait en conséquence diminuer l'induction des défenses par l'acide N-

hydroxypipecolique synthétisé par cette voie.

Quatre marqueurs sont impliqués dans la modification de la paroi, MdARA (arabinose
kinase), MdBGA12 (B-galactosidase 12), MdBXL1 (B-xylosidase 1) et MdLAC7 (laccase). La paroi
est un élément structural qui peut étre remodelé continuellement, notamment vis-a-vis des
stress biotiques et abiotiques (Houston et al., 2016). Les arabinoses kinases jouent un role dans
la croissance de la paroi en participant a la création de polyméres a partir d’arabinose que I'on
retrouve dans la pectine (homogalacturonane, rhamnogalacturonane I et II), I'hnémicellulose
(xyloglucan), les protéines arabinogalactanes ou certaines extensines (Kotake et al., 2016). Les
B-galactosidases 12 sont des enzymes localisées au niveau de la paroi et du réticulum
endoplasmique (Moneo-Sanchez et al., 2016) qui peuvent aussi avoir une fonction importante
dans le remodelage de la paroi durant I'expansion cellulaire (hydrolyse des [-(1,6)-galacto-
oligosaccharides ; Gantulga et al., 2009). Les B-xylosidases 1 sont aussi associées a la croissance
et au développement des tissus, en hydrolysant les glycanes composant majoritairement
I’némicellulose (xylane et xyloglucane) de la paroi secondaire (Goujon et al., 2003 ; Minic et al.,
2004). MdLAC7 code un homologue de la laccase 7 d’A. thaliana. Les laccases sont des oxydases
impliquées dans la lignification de la paroi (O'Malley et al., 1993 ; Gavnholt et Larsen, 2002).
L'induction de ces 4 génes chez le pommier par I’ASM suggére donc un remodelage possible de
la paroi, que I'on suppose plutét dirigé vers un renforcement pariétal génant la progression de
la bactérie dans les espaces intercellulaires, et qui s’inverse si les plantes sont soumises a des

conditions de chaleur.
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Deux marqueurs sont impliqués dans la détoxication, MdGST7 (Gluthatione-S-transférase
7) et MdTRX (Thioredoxine). Les gluthathione-S-transférase (GST) sont des enzymes de
protection contre le stress oxydant et de détoxication d'autres composés phytotoxiques
(phénylpropanoides, etc.) en les conjuguant au glutathion. Elles sont induites par de nombreux
stimuli comme les stress biotiques ou abiotiques (Marrs, 1996). Chez A. thaliana, les GST7 sont
notamment accumulées aprés traitement par le SA (Sappl et al., 2004), en accord avec
I'induction du géne MdGST7 par le traitement ASM dans nos expériences. Les GST peuvent avoir
divers réles défensifs importants dans la relation plante-pathogéne, puisqu’elles peuvent servir
de récepteur au SA ou éliminer des composés toxiques engendrés par l'infection, tels que les
ROS ou produits de peroxydation des lipides (Gullner et al., 2018). Les thiorédoxines sont des
réductases qui participent aussi a la tolérance au stress oxydant, notamment dans la
détoxication des hydroperoxydes lipidiques ou la réparation des protéines oxydées (Vieira Dos
Santos et Rey, 2006). L'implication des thiorédoxines dans I'immunité est déja démontrée dans
divers pathosystémes, que ce soit contre des phytopathogénes viraux (Sun et al., 2010) ou
fongiques (Li et al., 2016 ; Rouhier et al., 2004). E. amylovora provoquant un burst oxydant par
le biais de ces effecteurs DspA/E et HrpN, nécessaire a la pleine réalisation de sa pathogenése
(Venisse et al., 2001 ; Venisse et al., 2003), il peut étre fait I'hypothése que l'induction des 2
marqueurs, MdGST7 et MdTRX par I’ASM déséquilibre la balance redox en défaveur de la bactérie

(milieu trop réducteur), et que ce phénoméne s’inverse a la chaleur.

Enfin 5 marqueurs sont liés a des mécanismes de défense de type « barriére chimique ».
Il s'agit de MdPR-6, MdPR-10, MdGAL, MdBIS2 et MdTPS4. Les PR-6 sont des inhibiteurs de
protéinase (protéase a sérine) qui peuvent avoir des fonctions endogénes (dormance de la
graine, mobilisation des protéines de réserve, etc.) et défensives avec des propriétés
antimicrobiennes (Kim et al., 2009), notamment en réduisant la pathogénicité des bioagresseurs
(Sels et al., 2008 ; Haq et al., 2004), via l'inhibition des cycles de réplication viral (Gutierrez-
Campos et al., 1999), en inhibant les enzymes lytiques fongiques (Dunaevskii et al., 2005), ou
les protéinases de tractus digestif des insectes et des nématodes, ce qui limite la quantité de
nutriments assimilables (Vila et al., 2005 ; Urwin et al., 1997). Cette protéine peut aussi affecter
la pathogénicité de certaines bactéries en inhibant leur activité protéolytique (Haq et al., 2004).
Les cibles des PR-6 chez E. amylovora pourraient étre une protéinase décrite comme nécessaire
a la bactérie pour coloniser les tissus (Zhang et al., 1999a) mais également ses effecteurs Eop1,
Eop3, Eop4 (AvrRpt2ea) et HopPtoCea qui possédent des domaines assimilables a des protéases
a sérine susceptibles d’étre impliquées dans la répression de lI'immunité basale du pommier
(Yuan et al., 2020). Les PR-10, déja évoquées dans le chapitre 2, sont des protéines capables
de dégrader de I’ARN et/ou qui ont des activités antimicrobiennes contre les bactéries, les
champignons et les virus. MdGAL est homologue de GAL2 d’A. thaliana, un paralogue a GALI
appartenant a la famille des lectines GNA (Ghahremani et al., 2019) qui fixent les glycanes a

haute teneur en mannose (Van Damme et al., 2008) et qui sont connues pour étre impliquées
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dans la résistance aux insectes ravageurs (Hilder et al., 1995 ; Down et al., 1996 ; Gatehouse
etal., 1997 ; Rao et al., 1998 ; Stoger et al., 1999 ; Nagadhara et al., 2004 ; Dutta et al., 2005a
; Saha et al., 2006). Le rb6le de GAL1 dans les stress biotiques n’est pas déterminé mais il
apparait qu’il est induit par la carence en phosphate et qu’il interagit avec une enzyme de
captage et de recyclage du phosphate (AP26-S2) en augmentant son efficacité et sa stabilité
thermique (Ghahremani et al., 2019). Chez le poivron (C. annuum), une lectine GNA avec un
domaine GAL s'avére étre impliquée dans |'activation des défenses et |'accumulation des ROS
dans la résistance contre Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv ; Kim et al., 2015).
MdBIS2 fait partie de la famille des biphényles synthases qui participent a la synthése de
phytoalexines polyphénoligues (biphényle et dibenzofurane) ayant des propriétés
antimicrobiennes notamment vis-a-vis d’E. amylovora (Chizzali et al., 2012). MdTPS4 code pour
un homologue d’une terpéne synthase (TPS) 4 chez A. thaliana. Les MdTPS participent a la
synthése de composés volatiles défensifs chez le pommier (Nieuwenhuizen et al., 2012),
notamment des sesquiterpenes volatiles, tel le (E,E)-a-farnesene, répulsif pour le puceron
cendré (Warneys et al., 2018). Certaines TPS sont impliquées dans la biosynthése de métabolites
antimicrobiens volatiles et participent aux défenses contre les bactéries phytopathogénes. C'est
par exemple le cas de OsTPS18 et OsTPS21 synthétisant respectivement du (E)-nerolidol et du
geraniol qui inhibent tous deux la croissance de Xoo dans le riz (Kiryu et al., 2018 ; Kiyama et
al., 2021). Il est donc envisageable que MdTPS4 puisse conduire a des composés antimicrobiens
vis-a-vis d’E. amylovora. En dehors de MdPR10 dont I'implication dans la résistance a |'agent du
feu bactérien semble peu probable (cf chapitre 2), les 4 autres marqueurs pourraient étre a
I'inverse impliqués. Leur induction moindre aprés traitement a I’ASM combiné a la chaleur,
corrélée avec une protection plus faible, en font d’excellents candidats pour une analyse

fonctionnelle comme celle effectuée sur les MdAGG.

Marqueurs moins réprimés par I’ASM en condition de chaleur

MdATXR6 est homologue de AtATXR6 d’'A. thaliana, méthyltransférase diminuant
I'accessibilité de la chromatine par méthylation d’histones H3K27 (Jacob et al., 2009). Cette
méthylation permet en particuler le silencage d’ET (Jacob et al., 2010), essentiel pour la
maintenance de l'intégrité du génome lors de sa réplication, notamment durant la phase S :
c’est donc un acteur important dans la régulation de la croissance et du développement (Hale et
al., 2016). La répression de |'expression du géne MdATXR6 par I’ASM pourrait expliquer en partie
I'induction observée de nombreux ET, de méme que sa moins forte répression a la chaleur
pourrait étre a I'origine de la plus faible induction d’ET enregistrée. Au-dela des ET, la modulation
de l'expression de ce régulateur épigénétique pourrait contribuer a définir les régions
génomiques transcriptionnellement actives, soit comportant des génes impliqués dans les

défenses, soit comportant des génes impliqués dans la croissance.

Chavonet Erwan | Caractérisation d'un effecteur de résistance du pommier & Erwinia amylovora induit par un stimulateur de défenses des plantes (ASM), et étude de I'impact de la chaleur sur I'efficacité du traitement

104






Quatre autres marqueurs sont impliqgués dans les mécanismes de réparation de I’ADN. II
s'agit de MdWEE1, MdRPA70, MdThyK et MdBRCAZ2. Les trois premiers codent respectivement
pour une kinase (impliquée chez A. thaliana dans la régulation de I'arrét cellulaire), la sous-unité
B du complexe RPA (protéine de liaison a I’ADN) et une thymidine kinase (impliquée dans le
recyclage des nucléotides). Ces trois génes ont un réle démontré dans la réparation de I’ADN
face a des stress génotoxiques chez A. thaliana, notamment dans les tissus en croissance. (De
Schutter et al., 2007 ; Pan et al., 2021 ; Takashi et al., 2009 ; Pedroza-Garcia et al., 2014 ; Xu
et al., 2015 ; Pedroza-Garcia et al., 2018). MdBRCAZ2 semble avoir le méme rble de réparation
et de maintenance de l'intégrité du génome, d’aprés ce qui est connu de son homologue chez
I'homme (Narod et Foulkes, 2004) ou chez A. thaliana (Lafarge, 2003 ; Siaud et al., 2004 ;
Seeliger et al., 2011). Dans nos expériences, la répression de I'ensemble de ces 4 genes par
I’ASM est probablement une conséquence de la répression possible de la multiplication cellulaire
par I’ASM, la réparation de I'’ADN s’avérant alors peu sollicitée. Inversement, leur dérépression
par la chaleur pourrait étre corrélée a une reprise de croissance. A noter que le géne BRCA2 a
aussi été décrit comme impliqué dans la reprogrammation du génome pour mobiliser la SAR
chez A. thaliana, notamment en augmentant la recombinaison (Wang et al., 2010). Ces travaux
vont a I’encontre de ce qui est observé chez le pommier, puisque le géene MdBRCA2 est plutot

réprimé par I'’ASM.

MdAP2B3 appartient a la superfamille des facteurs de transcription B3 impliqués dans la
croissance et le développement (Peng et Weselake, 2013). Sa répression par I’ASM observée
dans notre travail est cohérente avec un ralentissement de croissance, qui est donc levée par
des conditions de chaleur. Ce facteur de transcription pourrait jouer un role clef dans la reprise

de la croissance du pommier, favorable a E. amylovora.

Le marqueur MdFLA12 concerne la paroi. Il code potentiellement une fascicline type
arabinogalactane (FLA) 12, enzyme impliquée dans l'adhésion cellulaire (Johnson et al., 2003)
et dans I'élasticité de la paroi (MacMillan et al., 2010). Ainsi sa répression par I’ASM pourrait
provoquer la rigidification de la paroi, phénoméne qui tendrait a s’inverser a la chaleur, en
cohérence avec le développement plus important d’E. amylovora dans des plantes soumises a
cette condition de stress abiotique. En effet, la bactérie ne synthétise pas d’enzymes hydrolysant
la paroi, et la présence de parois souples, présentes en particulier dans des tissus en croissance

active, favoriserait logiqguement le processus d’infection.

Le marqueur MdENODL17 code une protéine de type noduline précoce (ENODL). Les
nodulines sont des transporteurs de nutriments (sucres, acides aminés, etc.) et de
phytohormones (auxine, etc.). Elles permettent le contréle des flux de nutriments durant les
interactions symbiotiques et pathogéniques (Denancé et al., 2014). Majoritairement pariétales,
elles sont impliquées dans l'initiation de l'infection et la formation des nodules de symbioses

racinaires (Nap et Bisseling, 1990 ; Bladergroen et Spaink, 1998). Pour les plantes n’établissant
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pas de nodules, telles que A. thaliana, les ENODL s'apparentent a des phytocyanines dont les
fonctions ne sont pas clairement élucidées (Denancé et al., 2014) mais un rdle dans le transport
des carbohydrates a été suggéré (Khan et al., 2007). Si MdENOD17 s'avérait étre un
transporteur de nutriments, sa répression par un traitement ASM pourrait conduire a la

restriction des ressources disponibles pour la bactérie, phénoméne s’inversant a la chaleur.

MdPAT9 contient un domaine type patatine (PLP) 9. Les PLP, sont des homologues de la
patatine qui est une protéine de stockage dans les tubercules de pomme de terre (Solanum
tuberosum) avec des activités d'acylhydrolase et d'acyltransférase lipidiques (Andrews et al.,
1988). Les PLP sont aussi des enzymes impliquées dans I'hydrolyse des lipides et la mort
cellulaire et peuvent étre induites par des stress abiotiques telle que la sécheresse (Matos et al.,
2001) ou corrélées a des états de résistance ou de sensibilité vis-a-vis des agents pathogénes
selon les cas (La Camera et al., 2005 ; La Camera et al., 2009). Ces auteurs supposent que les
mécanismes de la HR sont intensifiés par certaines PLP, en dégradant les membranes et
alimentant la formation des oxylipines, phénomeénes favorables aux organismes nécrotrophes et
hémibiotrophes contrairement aux agents pathogenes obligatoires viraux. Concernant E.
amylovora, la répression du géne MdPAT9 par I’ASM pourrait contrer la mort cellulaire que la
bactérie induit a son profit, et la dérépression de ce dernier par la chaleur pourrait refavoriser a

I'inverse le processus d’infection.

Le comportement de ces marqueurs suite a un traitement ASM dans des conditions de
chaleur de plus en plus marquées (1 a 4 jours de cumul) n‘a pu étre abordé qu’en fin de travail
de thése. Un seul prélevement a été effectué, 3 jours apreés traitement, et il aurait été intéressant
de suivre la cinétique de modulation de ces génes (1, 2 et 3 jours aprés traitement par exemple)
pour repérer d’éventuels retards d’induction ou de répression de plus en plus marqués avec le
cumul de journées chaudes. Le résultat obtenu 3 jours aprés traitement permet cependant de
repérer déja quelques comportements intéressants parmi les 25 marqueurs. Cing d’entre eux,
associés a la signalisation défense/croissance (MdAHL), au renforcement pariétal (MdARA,
MdBGA12, MdBXL1) et a la détoxification des ROS (MdTHX), montrent une diminution
significative d’induction aprés traitement a I’ASM dés lors que les conditions de chaleur dépassent
un jour, en corrélation avec une baisse progressive d’efficacité de protection du SDP entre 1 et
3 vagues de chaleur. Ils ont donc potentiellement un rdle trés déterminant dans l'interaction
entre le pommier et E. amylovora. Quatre autres marqueurs, impliqués dans la synthése de
phénylpropanoides (MdBIS2), la détoxification des ROS (MdGST7) et la production de protéines
PR (MdPR-6 et MdPR-10), voient leur expression clairement diminuée dés que 4 jours de chaleur
sont appliqués. Un tel programme de température n'a pas été testé sur la perte d’efficacité de
protection de I’ASM mais ces résultats transcriptionnels suggérent qu’elle pourrait étre encore

plus importante.
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L'ensemble de ce travail démontre que les conditions environnementales, notamment la
température, peuvent impacter I'efficacité d’'un SDP sur pommier. Il a des applications pratiques
immédiates sur les préconisations de traitements au verger comme d’éviter d’appliquer un SDP
en cours - ou en sortie - d’'une vague de chaleur, conditions pouvant étre favorables a divers
agents pathogénes, surtout si elles s'accompagnent d’événements pluvieux (E. amylovora mais
également V. inaequalis, agent de la tavelure). De telles conditions existent déja a la fin du
printemps et durant I'été, comme révélées par |'analyse des données météorologiques (jusqu’a
3 jours d'affilée de fortes températures enregistrées), mais pourraient augmenter en fréquence
et en durée en raison du réchauffement climatique, réduisant d’autant plus les possibilités de
traitements SDP. Pour affiner les préconisations, il faudrait approfondir le timing d’application
de I’ASM par rapport aux jours de températures élevées : une journée de chaleur post-traitement
semble défavorable, et ce d’autant plus qu’elle est précédée de plusieurs jours dans les mémes
conditions environnementales. Qu’en est-il si les journées de chaleur ne font que précéder le
traitement ? L'utilisation des marqueurs moléculaires identifiés dans ce travail, s’ils s'avéraient
particulierement robustes, avec une variation de modulation clairement corrélée a une perte
d’efficacité de protection, pourrait faciliter I'approfondissement de la question. Ces marqueurs,
s’ils concernent I'établissement de barriéres chimiques ou physiques, pourraient également étre
d’excellents candidats pour de nouvelles études fondamentales visant a comprendre les
effecteurs de résistance du pommier vis-a-vis d’E. amylovora, voire d’autres agents pathogénes

du pommier comme V. inaequalis, afin de compléter celle réalisée avec les MAAGG.
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4 Conclusion générale

L'étude des défenses des plantes regroupe de nombreuses publications qui s'intéressent
surtout aux mécanismes de perception des bioagresseurs (ou des éliciteurs) et a la signalisation
qui en découle. Ces travaux révelent le plus souvent de grandes voies
métaboliques/transcriptionnelles dont les acteurs finaux restent peu caractérisés. C'est le cas
par exemple des protéines PR, fréquemment repérées, mais dont la fonction biologique dans
I'interaction étudiée reste le plus souvent inconnue. Or, identifier les réels acteurs de la
résistance, en aval de la signalisation, permet de mieux comprendre l'interaction entre |'agent
pathogéne et son hoéte et d'avoir des indicateurs permettant de présager de son issue : maladie
ou résistance. Intéressants d’'un point de vue fondamental, ils peuvent utilement améliorer le
criblage de SDP au niveau moléculaire, avec une prédiction de leur efficacité vis-a-vis de tel ou
tel bioagresseur en fonction des marqueurs élicités. Ils peuvent également permettre un
classement des variétés existantes, voire aider a la sélection de nouvelles, sur la base de leur
capacité a déployer (naturellement ou apreés traitement SDP) telle ou telle défense nécessaire a

la résistance vis-a-vis des différents bioagresseurs de la culture.

La premiére partie de nos travaux a donc l'originalité de s’intéresser a la caractérisation
fonctionnelle d’un des produits finaux défensifs du pommier, les MdAAGGs. Ces derniéres se sont
révélées d’excellents marqueurs de résistance au feu bactérien dans nos conditions de cultures,
jugées optimales pour la croissance et le développement du pommier. Nos résultats in vitro
démontrent en effet que les MdAGGs ont la capacité d’agglutiner E. amylovora, dans des
conditions compatibles avec celles que la bactérie rencontre in planta et suggérent que ces
défenses particuliéres pourraient ralentir la progression des bactéries en carence nutritionnelle
en tout début d’infection. Il est intéressant de constater qu’un tel facteur agglutinant avait déja
été observé chez le pommier, sans étre isolé et identifié, il y a 40 ans de cela. Ainsi, ces lectines
semblent faire partie intégrante des acteurs de la course a I'armement qui s’établit au cours de
I'infection par l'agent du feu bactérien. Blogquant la bactérie, elles facilitent peut-étre I'action
d’autres acteurs de défense tels que des composés antimicrobiens par exemple. Une autre
hypothése serait que la cystéine terminale des MdAGGs, en plus d’étre impliquée dans la
formation des homodimeéres de MdAGGs (données non présentées), permet de recruter d'autres
protéines défensives a action antimicrobienne pour les amener au contact de la bactérie. Des
suites a ce travail sont d'ores et déja engagées, avec une thése démarrée a I'automne 2020
visant a démontrer le réle des MdAGG in planta par des approches biotechnologiques et le dépot

d’un projet de thése sur la capacité des MdAGG a recruter des protéines défensives.

Malgré les forts niveaux de protection conférés par certains SDP en conditions controlées,
notamment I’ASM, ceux-ci montrent une grande variabilité d’efficacité au passage au champ. On

peut s’étonner que l'impact des stress environnementaux sur l'efficacité des SDP, bien que trés
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souvent évoqué dans la littérature, ne soit que peu étudié. Ceci fait une autre originalité de nos
travaux qui mettent en lumiére I'impact de la chaleur sur I'efficacité de notre SDP modele, I’ASM.
Ce résultat est bien slir a approfondir pour améliorer les préconisations d’utilisation des SDP en
verger. En effet, de nombreux parameétres restent a préciser, tels que la cinétique et I'amplitude
de ce stress, et le positionnement des SDP par rapport a des journées de chaleur, cumulées ou
non. Cela démontre toute la complexité de ce type d’étude, sachant de plus que les stress
environnementaux peuvent se combiner sur le terrain. Comme il n‘est pas improbable que des
événements climatiques stressants augmentent en fréquence et en intensité dans les années
futures en raison du réchauffement climatique, il semble pressant de développer largement ce
domaine de recherche si I'on souhaite utiliser les SDP en protection des cultures avec une

efficacité suffisante et fiable.

Mes travaux ont permis de mettre en évidence 25 marqueurs traduisant la perte
d’efficacité de I’ASM, qui pourront faciliter des investigations supplémentaires sur le
positionnement des traitements par rapport a des périodes de chaleur. Ils devraient de plus
permettre d'affiner la stratégie utilisée jusqu’a présent dans I'’équipe pour identifier les défenses
efficaces vis-a-vis des bioagresseurs du pommier : en effet, ne vaudrait-il pas mieux cibler des
marqueurs dont l'induction par I’ASM « décroche » en situation de stress en corrélation avec une
perte d’efficacité de protection, pour augmenter les chances de trouver les acteurs les plus
impliqués dans cette protection ? Ainsi, notre étude identifie 8 candidats potentiels pour une
caractérisation fonctionnelle, si on exclut les marqueurs réprimés par I'’ASM et parmi les
marqueurs induits, ceux ciblant I'’ADN, les phytohormones, le systéme antioxydant et la PR-10,
dont le rble dans la résistance vis-a-vis du feu bactérien semble peu probable d’aprés nos
résultats (Figure 3.5). Quatre d’entre eux pourraient étre impligués dans des mécanismes a
action directe vis-a-vis d’E. amylovora : il s'agit d’'une nouvelle lectine (MdGAL), d’un inhibiteur
de protéinase (MdPR-6), et de deux enzymes impliquées dans la production de phytoalexines
potentielles (MdBIS2, voie des biphényls et MdTPS4, voie des terpénes). Les 4 autres sont liés
au remodelage de la paroi, et concernent la cellulose ou I'hémicellulose (MdARA, MdBGA12,
MdBXL1), ou encore la lignine (MdLAC?7). Parmi les 25 marqueurs identifiés, 4 se révelent
particulierement intéressants car ils sont d’autant moins induits par I’ASM que les journées de
chaleur se cumulent, en corrélation avec les effets de protection diminués. IlIs n‘ont pas d’action
directement antimicrobienne car plutot impliqués dans le renforcement pariétal (on retrouve
MdBXL1 et MdARA), le systéme antioxydant (MdTRX) et un facteur de transcription (MdAHL).
Ceci indique peut-étre que les barriéres chimiques induites par I’ASM ne sont pleinement
efficaces vis-a-vis d’E. amylovora que quand le milieu physique et redox constitué par la plante
est lui-méme défavorable a la bactérie. En tout cas, cela confirme que les MAAGGs ne sont pas
les seuls acteurs de la résistance induite par I’ASM, puisque leur production ne semble pas
modifiée par la chaleur. Pour conforter ces conclusions et/ou éventuellement repérer d’autres
candidats ayant potentiellement un fort impact sur la bactérie car « décrochant »

progressivement avec un cumul croissant de chaleur, il faudrait toutefois étudier la cinétique
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d’expression de la totalité des marqueurs identifiés aprés traitement a I’ASM dans les différentes
modalités de chaleur. Il n‘est pas en effet impossible que le stress n’ait provoqué qu’un retard
d’induction, non observable dans I'analyse ponctuelle réalisée 3 jours apres traitement mais

suffisant pour expliquer la diminution d’efficacité du traitement.

L'induction de I'immunité par des SDP devrait pouvoir contribuer a la diminution des
pesticides, sous réserve qu’on puisse fiabiliser leur utilisation. Son gros avantage est qu’elle peut
conférer en théorie une résistance tout au moins partielle vis-a-vis d’'un large panel de
bioagresseurs. Mais certaines protéines défensives induites sont allergénes, telles que les
protéines PR-10, ce qui pourrait contraindre I'utilisation de ces intrants a des périodes éloignées
des récoltes. De plus, la mobilisation des défenses pourrait étre désavantageuse pour le
rendement, puisqu’elle représente un co(t non alloué au métabolisme primaire. Non mis en
évidence phénotypiquement en verger de pommier, peut-étre en raison d’une utilisation non
optimale des SDP, cette balance croissance/défense a été clairement suspectée dans nos travaux
et devra probablement étre prise en compte dés lors que I'on saura utiliser plus efficacement
ces produits sur le terrain. Ainsi, I'immunité optimale d’une culture d'un point de vue global
(protection et qualité/quantité de récolte) n’‘est pas forcément son immunité maximale. Pour
toutes ces raisons (efficacité partielle, effet sur le développement de la plante), les SDP sont

sirement a envisager en association avec d’autres méthodes de lutte.
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Figure 5.1.1 : Matériel végétal utilisé dans les expérimentations: semis (A), plants greffés
(B) et arbres (C) de pommier (M. domestica).



5 Matériels et méthodes

5.1 Matériel végétal et conditions de culture

5.1.1 Matériel végétal

Les expérimentations sont réalisées sur différents types de matériel végétal du pommier
(M. Domestica) : semis (Figure 5.1.1A), greffes (Figure 5.1.1B), rameaux ou arbres en verger
(Figure 5.1.1C). L'ensemble du matériel végétal provient des vergers de l'unité expérimentale
(UE HORTI) située sur le site INRAE d’Angers.

Pour |’étude de la modulation des MJAGGs par le T3SS d’E. amylovora, les
expérimentations sont réalisées sur des greffes sensibles MM106 et résistantes MEO10 ou
Evereste, choisies pour leur résistance contrastée au feu bactérien (Durel et al., 2009). Pour
I'analyse transcriptionnelle des MdAGGs dans des feuilles traitées a I'’ASM ou a l'eau de 5
variétés, des greffes de Judeline, Granny Smith, Golden Delicious, Gala et Chantecler ont été
choisies pour leur sensibilités variables sur les pousses et les fleurs (Thibault et Le Lezec, 1990).
Enfin, I’étude de l'effet de la chaleur combiné a I’ASM a été réalisée sur des semis de Golden et
des greffes de I'haploide doublé de Golden Delicious (GDDH13), génotype choisi pour la qualité
de sa séquence génomique (Daccord et al., 2017). Les greffes sont obtenus de la maniére
suivante : les greffons sont prélevés entre décembre et février et greffés par vague de mars a

juin sur des porte-greffes MM106 plantés en terreau.

L'analyse transcriptionnelle des MdAGGs dans des fleurs et pédoncules floraux a été
réalisée sur des rameaux prélevés en verger entre le stade bouton rose (E) et début de floraison
(F) en avril 2019. Les 9 variétés étudiées par cette approche sont Belle de Boskoop, Judeline,
Granny Smith, Akane, Golden Delicious, Gala, Chantecler, Idared et Reine des Reinettes.
L'analyse transcriptionnelle des MdAGGs a différents stades phénologiques de Golden Delicious,

a été réalisée a partir d'organes prélevés sur des arbres en verger en 2012.

Pour toutes les autres expérimentations, y compris les études sur la combinaison ASM x
chaleur, des semis provenant de pépins issus d’une pollinisation libre de Golden Delicious sont
utilisés pour leur sensibilité globale au feu bactérien. Les semis sont obtenus de la maniére
suivante : les pépins sont vernalisés pendant 3 mois a 4°C dans un mélange humide de sable et
de vermiculite, puis semés en barquette de terreau, et les plantules sont repiquées en pots

individuels.
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A

Programme témoin Programme stress de chaleur brutal Programme mimant une vague de chaleur naturelle
Segment Nom Durée T°C HR Lumiére Segment Nom Durée T°C HR Lumiére Segment Nom Durée T°C HR Lumiére
NeD Iniiation Oh 182C | 80% 0% NeD Iniiation Oh 18°C | 80% 0% N=0 Initiation Oh 18°C | 80%
Nel Matin 8h 182C | 80% 0% Nel Matin 8h 18°C | 80% 0% Nel Matin 8h 18°C | 80%
N2 Allumage 1imin 18°C | 80% 10% Ne2 Allumage 1min 18°C | 80% 10% Ne2 Allumage 1min 18°C | 80%
Ne3 Aubel 1h59 21°C | 60% 50% Ne3 Aubel 1h59 35°C | 40% 50% Ne3 Aube 3h59 |29,3°C| 53%
No4 Aube2 2h 21°C | 60% Neg Aube2 2h 35°C | 40% 100% Neg Jourl 2h 35°C | 40%
Ne5 Jour 4h 21°C | 60% 100% Ne5 Jour 4h 35°C | 40% 100% N®5 Jour2 2h 35°C | 40%
N°6 Crépuscule 4h 21°C | 60% 1% N°E Crépuscule 4h 35°C | 40% 1% Ne6 Crépusculel 2h 35°C | 40% 50%
N°7 Nuit1 zh 21°C | 60% 0% N°7 Nuit1 2h 35°C | 40% 0% N°7 Crépuscule2 2h  [29,3°c| 53%
N°8 Nuit2 zh 18°C | 80% 0% N°8 Nuit2 2h 18°C | 80% 0% N°8 Nuit ah 18°C | B0%
Ventilation 50% Ventilation 50% Ventilation 50%
B
Enchainement | Durée pente J1 ]2 J3 14 15 J6 37 18 19
Témoin 2h Témoin Témoin Témoin Témoin Témoin Témoin Témoin Témoin Témoin
4h 6h Témoin Témoin Témoin Témoin Témoin Stress 35°C Témoin Témoin Témoin
12h 2h Témoin Témoin Témoin Témoin Témoin _ Témoin Témoin Témoin
4ah (X3) 6h Témoin Témoin Témoin Stress 35°C | Stress 35°C | Stress 35°C Témoin Témoin Témoin
4h (x1) 6h Témoin Témoin Témoin Témoin Témoin Stress 35°C Témoin Témoin Témoin
4ah (x2) 6h Témoin Témoin Témoin Témoin Stress 35°C | Stress 35°C Témoin Témoin Témoin
4ah (x4) 6h Témoin Témoin Stress 35°C | Stress 35°C | Stress 35°C | Stress 35°C Témoin Témoin Témoin

— ttt t

==l Prélévements

==l Prélevements ou inoculation

Figure 5.1.3 : Programmes appliqués aux plants greffés GDDH13 dans les armoires
climatiques (A) et enchainement des programmes (B). (A) Durée, température (T°C), humidité
relative (HR) et intensité lumineuse propres a chacun des segments constituant les programmes appliqués sur 24
h. (B) Chronologie des programmes appliqués pour tester |'effet de la chaleur sur le traitement. Les périodes de
traitements, prélévements ou inoculation sont indiquées par des fleches. Les programmes témoins sont indiqués
par des cases bleues, le programme correspondant a stress de chaleur brutale est indiqué par une case rouge et
les programmes mimant un vague de chaleur naturelle sont indiqués par des cases orangées. Les expériences sur
plants greffés sont réalisées en armoires climatiques pendant 9 jours et sur semis pendant 7 jours mis a part une
expérience nécessitant un prélévement le 9¢ jour.




5.1.2 Conditions de culture semi-controlées

Les semis et les greffes sont cultivés en serre en conditions semi-contrélées, avec une
photopériode naturelle complémentée d'un éclairage d’appoint pour atteindre 16 h de
photopériode, des températures diurnes et nocturnes comprises respectivement entre 21 et
25°C et entre 15 et 17°C. Les plantes sont arrosées a I’eau de ville tous les 2 a 4 jours. Les
semis sont utilisés a partir du stade 3 a 6 feuilles et les greffes lorsque les pousses atteignent
20 a 40 cm. Les rameaux sont maintenus jusqu’au stade de pleine floraison (F2) avec la partie
sectionnée plongée dans de I'eau de ville, avec une photopériode naturelle, et a température

ambiante (comprise entre 18 et 22°QC).

5.1.3 Conditions de culture controlées

Pour |I’'étude des stress températures, les plantes sont placées dans des conditions de
luminosité, d'hygrométrie et de température précises dans des armoires climatiques FitoClima
600 (ARALAB, Rio de Mouro, Portugal). Les programmes régulant ces conditions sont réalisés a
I'aide du logiciel FitoLog fourni par le constructeur. Les segments (sur 24 h) composant les
différents programmes appliqués sont résumés en Figure 5.1.3A et détaillés en Annexe 1. Un
programme de température témoin mime les conditions en serre avec un palier de 12 h a 21°C
et un palier de 8 h a 18°C, avec des rampes en pente affine de 2 h entre ces deux paliers. Le
programme mimant un stress brutal de chaleur est identique au programme témoin, a
I'exception du palier de 12 h qui est a 35°C. Le programme mimant les conditions naturelles
d’une vague de chaleur est composé d’un palier de 4 h a 35°C et d’un palier de 8 h a 18°C, avec
des rampes en pente affine de 6 h entre ces deux paliers. Pour tous les programmes, I’humidité
relative est inversement corrélée a la température atteignant 80, 60 et 40% pour un palier de
18, 21, et 35°C respectivement. Les conditions de luminosité sont identiques pour tous les
programmes, avec 12 h d'obscurité et 4 h de lumiére a 100% (300 umol/m?2/s) pendant les
paliers de températures les plus élevées avec changement de luminosité en pente affine de 4h.
Les éclairages sont constitués d’'une combinaison de lampes a LED (spectre 45% Bleu / 45 %

Rouge clair / 10 % Blanc).

Les plantes en armoires climatiques subissent 9 enchainements possibles de programmes
journaliers sur une période de 7 ou 9 jours, selon les expériences décrites (Figure 5.1.3B). Selon
la chronologie des programmes, les plantes sont acclimatées avec le programme témoin pendant
2 a 5 jours avant le stress de chaleur, et replacées sous ce méme programme en reprise post-

stress pendant 1 a 4 jours. Le stress chaleur correspond a une journée du programme de chaleur
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Tableau 5.2 : Substance active et concentration ([C]) des SDP candidats

comNn::cial Marque Fonction Substance active Abréviation [C]
Armicarb® De Sangosse Biofongicide Bicarbonate de KHCO 12,25 g.It
potassium
Bion® 50WG Syngenta SDP Acibenzolar-S- ASM 0,4 g.lI1
Methyl
Exilis® De Sangosse Eclaircisseur 6- 6BA 18,75
Benzylaminopurin ml.|-1
e
Kendal® Valagro Biostimulant Matiére organique NOM 7,5 ml.I'1
naturelle
LBG-01F34® De Sangosse SDP Phosphonate de KHP 10 ml.I1
potassium
Pitpom® YaraVita Fertilisant Calcium Ca 20 ml.I-t
Plus foliaire
Regalis® BASF SDP, régulateur Prohexadione- Pro-Ca 2,5¢g.l1
Plus de croissance calcium
Rhodofix® Nufarm Eclaircisseur Acide 1- NAA 1,5 g.l't
naphtylacetique
Trafos® Mg-  Tradecorps Fertilisant P, K, Mg, Ca, Si Mg-Ca-Si 10 ml.I-t
Ca-Si foliaire

Tableau 5.3.1 : Caractéristiques des souches et mutants d’E. amylovora utilisés.

Souche  Abréviation Caractéristiques Référence
CFBP1430 Ea WT Souche sauvage isolée de Crataegus (Paulin et al., 1973)
PMV6023 Ea t3ss hrcV::MudIIPR13, Cmr, HR-, path- (Barny et al., 1995)
PMV6112 Ea hrpN hrpN::MudIIPR13, Cmf, HR*, path* (Tharaud et al., 1994)

M52 Ea dspA/E dspA/E::uidA-Km, Km", HR-, path- (Gaudriault et al., 1997)
PMV6089 Ea ams ams::MudIIPR13, Cmr, HR*, path- (Tharaud et al., 1994)
Cmr: résistant au chloramphénicol ; Kmr: résistant a la kanamycine ; HR: réponse

d'hypersensibilité ; path : pathogénicité



brutale, ou a 1 a 3 jours du programme de chaleur mimant des conditions naturelles. Selon les
expériences, les plantes sont traitées le 62™e jour et inoculées le 7¢™¢ ou le 9%™e suivant si ce sont
des semis ou des greffes respectivement. Les prélévements sont réalisés uniquement le 9éme
jour pour les greffes contrairement au semis qui peuvent étre prélevés 8 h, 24 h et 72 h aprés

le traitement (soit le 6éme, 7éme et 9éme joyrs),

5.2 SDP candidats et procédures d'application

Les produits, leur substance active et leur concentration d’application sont détaillés dans
le tableau 5.2. Les mélanges sont préparés avec de l’eau osmosée selon les recommandations
des fabricants. Les plantes traitées a |I'eau osmosée sont systématiquement utilisées comme
témoins pour évaluer l'effet des produits. Les différents traitements sont appliqués par
pulvérisation avec un pistolet a peinture Aeryo-1.4 associé a une buse de 1,4 mm de diamétre
(Deltalyo, Mably, France). La pulvérisation est effectuée jusqu’a limite de ruissellement sur
I'ensemble des parties aériennes des plantes, hormis une seule expérience (effet systémique de
I’ASM), dans laquelle une seule feuille (JF ou FM) recoit le traitement, tout en étant séparée des

autres organes par une feuille de plastique.

5.3 Souches bactériennes et procédures

d’inoculation

5.3.1 Souches bactériennes et dosages des inocula

La souche CFBP1430 d’E. amylovora (Ea WT), virulente sur la majorité des génotypes de
pommier cultivés (Paulin et Samson, 1973) a été utilisée de méme que des mutants de Ea WT
affectés dans la biosynthése de différents facteurs du pouvoir pathogéne (Tableau 5.3.1). Les
inocula sont préparés a partir de bactéries en phase exponentielle de croissance cultivées
pendant une nuit a 26°C sur milieu King B (King et al., 1954) supplémenté avec l'antibiotique
approprié (20 pg.ml!) pour la culture des différents mutants. Les suspensions bactériennes
préparées dans de I'eau stérile sont calibrées a la concentration souhaitée en mesurant la densité
optique (DO) a 600 nm avec le spectrophotométre a microplaque pQuant® (Bio-Tek, Colmar,
France). Les DO sont rapportées a la courbe étalon de Ea WT pour toutes les souches, a

I’'exception d’Ea ams qui dispose de sa propre courbe étalon (Figure 5.3.1).
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Figure 5.3.1 : Courbe étalon utilisée pour déterminer les concentrations de la souche
sauvage d’E. amylovora (Ea WT) et des souches mutantes capsulées (A) et celle utilisée
pour déterminer les concentrations de la souche mutante non-capsulée Fa ams (B).

Progression de la maladie

Symptdémes pris en compte
pour le calcul de l'incidence

Figure 5.4 : Notation des symptomes de feu bactérien sur pommier. L'incidence correspond au
pourcentage de plantes malades, a partir du stade ol la nécrose atteint le pétiole de la feuille inoculée. La sévérité
des symptdmes est notée 0 si absence de nécrose ; 0,5 si la nécrose se restreint a la nervure de la feuille inoculée
; 1 si elle atteint le pétiole ; et x cm + 1 si elle atteint la tige avec x = longueur de nécrose sur tige.



5.3.2 Meéthodes d’inoculation

Les inoculations d’E. amylovora sont réalisées par coupure (Ea WT) ou par infiltration

sous vide (Ea WT et mutants) selon les expériences réalisées.

Pour les tests de pouvoir pathogéne, l'inoculation est réalisée par coupure en sectionnant
2 tiers des 2 plus jeunes feuilles développées, perpendiculairement a la nervure centrale, avec

des ciseaux trempés dans l'inoculum calibré a 108 cfu.ml.

Pour I'analyse de I'expression des défenses, les inoculations sont réalisées par infiltrations
d’inocula (Ea WT ou mutants) calibrés a 107 cfu.ml? ou a 108 cfu.ml?! (selon I'expérience) et
préparés dans de l'eau stérile supplémentée par 0,01 % d’agent mouillant Silwet L-77® (De

Sangosse Ltd, Cambridge, UK).

Pour les mesures de pH apoplastique et de fuites d’électrolytes, I'inoculum (Ea WT) calibré
a 10° cfu.ml? est préparé dans un tampon MES (0,1 mM ; pH 5,9) supplémenté de 0,01% de
Silwet L-77®. Les infiltrations sont effectuées sous vide pendant 3 min au-dela de -0,9 MPa sur
les jeunes feuilles de semis ou de greffes et sur les disques foliaires immergés dans les
suspensions bactériennes, ou dans la solution témoin sans bactérie (eau osmosée + 0,01%
Silwet L-77® ou MES + 0,01% Silwet L-77® respectivement pour les feuilles et les disques

foliaires).

5.4 Evaluation de l'incidence et de la sévérité du feu

bactérien

Les symptomes ont été mesurés 3 a 4 semaines aprés inoculation. Deux méthodes
d’évaluation différentes de la maladie ont été utilisées (Figure 5.4) :

e L'incidence qui correspond au pourcentage de plantes présentant une nécrose atteignant
au moins le pétiole de la feuilles inoculée. Elle est calculée sur un bloc de 10 plantes 3
semaines apres inoculation. Pour chaque expérience, l'incidence de chaque bloc (Ix) est
normalisée en incidence relative (IRx), en la rapportant a la moyenne des incidences des
blocs constitués de plantes témoins traitées a I'eau (pleaw). L'efficacité de protection est
I’écart entre IRx et uIReaw (€gal @ 1) pour chaque répétition expérimentale et pour chaque
bloc, tel que : Efficacité de protectionx (%) = [ ( Pleav - Ix ) / Mleaw 1 X 100 = [ 1 - IRx ] X
100

e La sévérité en utilisant les notes suivantes :

o une note de 0 quand aucun symptdme n’est visible,
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o une note de 0,5 lorsque la nécrose atteint la nervure de 'une des feuilles inoculées,
o une note de 1 lorsque la nécrose atteint le pétiole de I'une des feuilles inoculées,
o une note correspondant a la longueur de nécrose sur tige (cm) + 1 lorsque la tige est

atteinte.

La durée entre le traitement et l'inoculation, ainsi que le nombre de greffes ou de blocs
de semis utilisés dans chaque expérience sont indiqués dans les légendes des figures

correspondantes.

5.5 Mesure du pH apoplastique et des fuites

d’électrolytes

Chaque mesure est effectuée sur 20 disques foliaires (¢ 1,4 cm) immergés dans un
tampon MES (0,1 mM ; pH 6) a 25°C sous agitation et lumiére artificielle. Le pH et la conductivité
du milieu d’incubation sont mesurés toutes les 12 h pendant 48 h a I'aide d'un pH-métre (Schott
CG 840, Schott, Mainz, Germany) et d’un conductivimeétre respectivement (WTW-Microprocessor
Conductivity Meter LF 535, Los Angeles, USA).

V 4

5.6 Echantillonnage dédié a I’analyse des défenses

L'analyse des défenses est réalisée a partir de prélevements de disques foliaires ou de
différents organes. Pour les études comparatives incluant différents organes, les organes entiers
sont prélevés : pédoncules floraux, fleurs, feuilles, tiges et parties apicales. Le nombre d'organes
prélevés individuellement est indiqué pour chaque expérience dans les légendes des figures
correspondantes. Pour les analyses sur feuilles uniquement, les prélévements correspondent a
des pools de 10 disques foliaires (¢ 0.9 cm) découpés a partir du parenchyme de la plus jeunes
feuille de 5 semis (ou de 3-4 greffes). Les échantillons prélevés sont congelés dans |'azote liquide

et conservés a -80 °C jusqu'au broyage.
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5.7 Analyse transcriptionnelle

5.7.1 Extraction d’ARN

Les tissus coriaces, c’est-a-dire les feuilles entiéres, parties apicales, tiges, pédoncules
floraux et fleurs, sont préalablement broyés au mortier et pilon dans de I'azote liquide. La poudre
résultante ou les disques foliaires sont broyés en fine poudre a 'aide d’un broyeur a bille (Retsch,
Haan, Germany). Les ARN totaux sont extraits avec le Kit Nucleospin® RNA Plant (Macherey-
Nagel, Dlren, Germany) selon les recommandations du fabricant. La pureté et la concentration
des ARN sont mesurées par spectrophotométrie avec un NanoDrop® One (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

5.7.2 Reétrotranscription (RT)

La RT est réalisée a partir de 2 yg d’ARN dans un volume final de 30 ul. Les amorces
d’oligo-dT15 (0,7 pumol.lI"' ; Eurogentec, Seraing, Belgique) sont fixées a I’ARN par un choc
thermique (passage de 72°C a 4°C). La polymérisation des ADNc est catalysée a 42 °C pendant
1 h 15 par la transcriptase inverse M-MLV (200 U.ul! ; Promega, Madison, WI, USA) en présence
d’'un mélange équimolaire de dNTP (2,5 mM final). La présence d’ADNc et |'absence d’ADNg
contaminant sont vérifiées par PCR en utilisant les amorces EF-a flanquant un intron (directe :
ATTGTGGTCATTGGYCAYGT ; reverse : CCTATCTTGTAVACATCCTG ; Y=CouT;V=GouT;
Rosati et al., 1997). L'amplification est catalysée par I’ADN polymérase GoTag® Flexi (Promega,
Madison, WI, USA) selon les consignes du fabricant sur le thermocycleur Bio-Rad iCycler (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA ; 5 min a 95°C ; 35 cycles constitués de : 30 s a 90°C, 30 s a 53°C, 45
s a 72°C ; 10 min a 72°C). Les produits d'amplification sont séparés sur un gel TAE-agarose (2
%) et marqués au bromure d’éthydium (10 mg.I"!) pour étre visualisés sous UV avec le systéme
d'imagerie Bio-Rad Gel Doc XR+ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

5.7.3 PCR quantitative (qPCR)

Le niveau d’expression de chaque géne est déterminé par RT-gPCR en triplicat sur des
plagues 96 puits. Dans chaque puit, le mélange réactionnel est constitué de 0,15 pl d’ADNc, 3,75
Ml de MesaBlue MasterMix (Eurogentec, Seraing, Liége, Belgique), 8,1 ul d’eau ultrapure et 3 pl
de solution d’amorces a la concentration optimale d’amplification (Annexe 3). Les qPCR sont
réalisées avec le thermocycleur CFX96™system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA ; 5 min a 95°C ;

40 cycles constitués de : 15sa95°C, 1 mina 60 °C; 30 s a 50 °C) et les cycles de quantification
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(Cq) sont obtenus via le logiciel Bio-Rad CFX Maestro 2.0. Les expressions relatives sont
calculées selon la formule du 224Cd, gojt 2(Ca du calibrateur - Cq de Iéchantillon) ot normalisées par la
moyenne géomeétrique des expressions relatives des 3 genes de références (TuA, Actine et
GAPDH ; Vandesompele et al., 2002). Les expressions sont exprimées en log2 pour accorder
autant d’importance entre les répressions et les inductions. L’'expression de chaque gene de
chaque échantillon est relative a celle du calibrateur appropri€, indiqué pour chaque expérience

dans les légendes des figures correspondantes.

5.8 Analyse transcriptomique par microarray

5.8.1 Extraction, amplification et marquage

Les ARN dédiés aux analyses par microarray sont extraits de la méme maniére que pour
I'analyse transcriptionnelle de génes ciblés. La qualité des ARN issus des greffes GDDH13 est
vérifiée au bioanalyzer avec le Kit Agilent ARN 6000 Nano (Agilent, Waldbronn, Germany) selon
les recommandations du fabricant. L'amplification et le marquage des ARN des greffes GDDH13
sont réalisés selon les instructions du kit Low Input Quick Amp Labeling, two color (Agilent,
Waldbronn, Germany) a partir de fluorochromes préparés selon le kit RNA Spike-In kit, two-
color (Agilent, Waldbronn, Germany) puis les ADNc marqués sont purifiés avec le kit Rneasy Mini

Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) selon les recommandations du fabricant.

La qualité des ARN issus des semis Golden Delicious ou des greffes MM106 et MEO10 est
vérifiée sur gel d’agarose 1,2 % et ces ARN sont amplifiés selon les instructions du kit AMBION
MessageAmplI aRNA Amplification, MEGAclear et DNAclear (Life Technologies, Carlsbad, USA).
Chaque ARN amplifié est rétrotranscrit en ADNc avec la transcriptase inverse Superscript II
(Invitrogen) et les ADNc sont marqués aux fluorochromes Cy3/Cy5 (Macherey-Nagel, GmbH &
Co. KG) selon le protocole décrit par Celton et al., 2014.

La qualité et I'nomogénéité des marquages sont vérifiés par spectrophotométrie avec un
NanoDrop® One (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), puis les ADNc marqués sont

conservés a -20°C jusqu’a hybridation.

5.8.2 Hybridations et scans des puces

Les ADNc marqués issus des greffes GDDH13 sont préparés avec les Kit Gene Expression
Hybridation (Agilent, Waldbronn, Germany) et Hi-RPM gene Expression Hybridation (Agilent,

Waldbronn, Germany) selon le protocole du fabricant. Les ADNc marqués issus des semis Golden
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Delicious ou des greffes MM106 et MEO10 sont hybridés a |'aide des solutions d’hybridation
fournies par Roche Nimblegen (Madison, WI, USA) selon le protocole décrit par Celton et al.,
2014. Toutes les expériences sont réalisées en dye-switch comme décrit par Depuydt et al.,
2008. Les lames microarrays utilisées sont :
e pour les semis Golden Delicious ou les greffes MM106 et MEO10 : sur des lames Aryanes
v1.0 (Agilent, design n°551261) contenant 120 000 sondes dessinées sur les CDS sens
et anti-sens des génes prédits par I'annotation de Veslasco et al., 2010.
e pour les greffes GDDH13 : sur des lames Aryanes v1.1 (Agilent, design n°85275)
contenant 86 300 sondes dessinées sur les transposons et les CDS sens et anti-sens des
genes prédits par I'annotation de Daccord et al., 2017.
Les lames Aryanes v1.0 et v1.1 sont incubées en chambre d’hybridation (65°C ; 17 h), puis
apres lavages, sont scannées respectivement avec le scanner NimbleGen MS200 (Roche
Nimblegen, Madison, WI, USA) et Innoscan 710 (Innopsys, Carbonne, France) et les données

sont extraites a I'aide des logiciels associés, NimbleScan v2.4 et Mapix respectivement.

5.9 Analyse protéique

5.9.1 Extraction protéique des tissus

Les tissus dédiés a l'extraction protéique sont broyés au mortier et pilon dans |'azote
liguide. Pour toutes les extractions, 200 mg de poudre sont utilisés. L'ancien protocole
d’extraction protéique des MdAGGs est décrit par Warneys et al. (2018 ; Annexe 2). Les 6
méthodes d’extraction mises en ceuvre pour détecter les MAAGGs en western blot sont réalisées
selon le protocole de Hurkman et Tanaka (2007). Ces méthodes concernent des extractions a
I'urée, au SDS, au TCA-acétone, au phénol-chloroforme-isopropanol, a I'éthanol acide et au
phénol. L'extraction protéique optimisée pour détecter les MAAGGs est une extraction réalisée
en conditions dénaturantes. La poudre, a laquelle est ajoutée une pointe de spatule de
polyvinvylpyrrolidone (PVPP), est vortexée en présence d'un tampon SDS dense (30 % de
saccharose ; 2 % de SDS ; 5 % de B-mercaptoéthanol ; 0,1 M de Tris ; pH 8). Du phénol a pH
8 stabilisé avec du Tris-HCI 10 mM et de I'EDTA 1 mM (1:1 v:v) est ajouté, puis le mélange est
incubé 5 min et centrifugé (16000 g ; 10 min). La phase supérieure phénolique est récupérée et
précipitée une nuit a -20°C dans un tampon acétate d’'ammonium-méthanol (1:5 v:v ; 0,1 M
d’acétate d’ammonium ; 50 mM de DTT ; 100 % de méthanol). Les protéines précipitées sont
culotées par centrifugation (16000 g ; 10 min) et le surnageant est éliminé. Aprés séchage (2
min), les culots protéiques sont repris dans un tampon de Laemmli modifié (0,125 % de SDS ;
10 % de glycérol ; 62,5 mM de Tris ; 5 mM de DTT ; pH 7,5). Les échantillons sont conservés a

4°C jusqu'a I'analyse en western blot.
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Figure 5.9.2 : Vérification de I'absence de contenu intracellulaire par mesure de l'activité
G6PDH a 640 nm dans les fluides apoplastiques comparé a des broyats de feuilles fraiches
réalisés au mortier.



5.9.2 Extraction des fluides apoplastiques

Les fluides extracellulaires sont obtenus a partir des 2 plus jeunes feuilles de semis Golden
Delicious infiltrées sous vide avec un tampon dénaturant Tris-KCl (100 mM de Tris ; 100 mM de
KCl ; 5 mM de DTT ; 1 mM de PMSF ; 0,01 % de Triton ; pH 7). Aprés séchage en surface, les
feuilles sont coupées au niveau de la partie distale pour recueillir les fluides apoplastiques par
centrifugation (10000 x g ; 20 min ; 4°C). L'absence de contenu intracellulaire est vérifiée par
I'activité GBPDH en mesurant la réduction du NADP+ en NADPH a une DO de 340 nm (6 min de
cinétigue) avec un spectrophotomeétre a microplaques pQuant® (Bio-Tek, Colmar, France ;
Figure 5.9.2). Les mesures de I'activité enzymatique sont réalisées dans une solution contenant
les fluides apoplastiques dilués dans un tampon réactif de glucose-6-phosphate (G6P) et
d'hydrate de B-NADP+ (100 mM de tricine ; 10 mM de MgCl2 ; 2,4 mM d’hydrate de B-NADP+ ;
20 mM de G6P ; pH 8,2 ; 1:1:7 v:iv:v).

5.9.3 Dosage et migration SDS-PAGE

Les extraits protéiques sont dosés au bleu de Coomassie a une DO 595 nm (Bradford,
1976) par rapport a leur tampon de dissolution respectif avec un spectrophotomeétre a
microplaques pQuant® (Bio-Tek, Colmar, France). Les concentrations protéiques ([C]p) sont
calculées a partir d'une gamme étalon d'albumine de sérum bovin (BSA ; [C], = 696,41 x DO -
3,3087).

Aprés dosages, les solutions sont ajustées a la concentration protéique désirée, et
meélangées a un tampon de charge dénaturant plus (312 mM de Tris ; 10 % de SDS ; 50 % de
glycérol ; 0,05 % de bleu de bromophénol ; 25 % de B-mercaptoéthanol) ou moins concentré
(20 % de SDS ; 0,1 % de bleu de bromophénol ; 50 % de B-mercaptoéthanol) respectivement
pour les fluides apoplastiques (1:4 v:v) et les protéines solubilisées dans le tampon de Laemmli
modifié (1:9 v:v).

Les extraits protéiques dans leur tampon de charge dénaturant respectif sont séparés par
migration SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Les échantillons migrent a travers un gel de
concentration (3,75 % d'acrylamide/bis-acrylamide (19:1 v:v) ; 0,1 % de SDS ; 3 % de
persulfate d'ammonium ; 0,2 % de tétraméthyléthylénediamine (TEMED) ; 125 mM de Tris ; pH
6,8) a 60 V et ensuite dans un gel de séparation (14 % acrylamide/bis-acrylamide (19:1 v:v) ;
0,1 % de SDS ; 3 % de persulfate d'ammonium ; 0,12 % de TEMED ; 372 mM de Tris ; pH 8,8)
a 120V, incubés dans un tampon de migration (100 mM de glycine ; 0,05 % de SDS ; 25 mM
de Tris ; pH 8-8,3). Les profils protéiques sont révélés aprés 2 h d'immersion des gels de

séparation dans une solution de coloration (0,25 % de bleu de Coomassie ; 50 % de méthanol
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; 10 % d’acide acétique) puis par une décoloration progressive grace a des lavages répétés dans
une solution éthanol:acide acétique. Le marqueur de taille protéique Color Prestained Protein
Standard Broad Range P7712S (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) est utilisé pour
visualiser la progression de la migration. Les gels sont photographiés avec un appareil photo

compact Sony® DSC-HX60 (Sony® Corporation, Tokyo, Japon).

5.9.4 Transfert et immunodétection

Les protéines des gels de séparation sont transférées (1,5 mA cm2 ; 1 h ; < 30 V) sur
des membranes de polyvinylidéne difluoride (PVDF ; immobilon-P, Milli- pore Corp., Bedford,
MA, Etats-Unis) préparées selon les recommandations du fabricant, prises en sandwich entre
des papiers filtres Western Pierce® de 3 mm d'épaisseur (Thermo Fisher Scientific, Rockford,
IL, USA). Le sandwich de transfert est composé, de I'anode a la cathode, d'une premiére couche
de 2 papiers filtres, d'une deuxieme couche de papier filtre suivie de la membrane PVDF et d'une
troisieme couche avec le gel de séparation suivi de 3 papiers filtres, chaque couche ayant
préalablement et respectivement été incubée 15 min dans la solution anode 1 (10 % de méthanol
; 300 mM de Tris ; pH 10,4), la solution anode 2 (10 % de méthanol ; 25 mM de Tris ; pH 10,4)
et la solution cathode (10 % de méthanol ; 0,1 % de SDS ; 40 mM de glycine ; 25 mM de Tris ;
pH 9,4).

Aprés le transfert, la membrane PVDF est immergée dans une solution de blocage (0,05
% de Tween® 20 ; 10 % de lait demi-écrémé en poudre ; 150 mM de NaCl ; 20 mM de Tris ;
pH 7,6) pendant une nuit a 4 °C. Le lendemain, la membrane PVDF est lavée (5 min ; sous
agitation) 2 fois dans un tampon TBSt (0,05 % de Tween® 20 ; 150 mM de NaCl ; 20 mM de
Tris ; pH 7,6) et incubée 2 h dans un tampon TBS (150 mM de NaCl ; 20 mM de Tris ; pH 7,6)
contenant des anticorps purifiés ciblant soit les MdAAGGs (2 anticorps ; 1:1000 v:v chacun) ou
contenant des anticorps purifiés ciblant MdPR-10 (1:1000 v:v) et un sérum contenant des
anticorps ciblant MdPR-2 (1:5000 v:v). Ces anticorps ont été obtenus au cours de programme
d’'immunisation de lapin avec des peptides synthétiques (MdAGGs : NKYLRYQLDAESDLN et
TEKPNNEDYADKNYV ; AEILEGDGGVGTIKK pour MdPR-10 ; MAKPSSSVGRARGPS et
TPELEKHWGLFSPNK for MdPR-2 ; Eurogentec, Seraing, Belgique). Les membranes PVDF ont été
lavées 4 fois dans un tampon Tris-NaCl (150 mM de NaCl ; 50 mM de Tris ; pH 7,5) et incubées
pendant 2 h dans un tampon Tris-NaCl avec des anticorps de chévre anti-lapin conjugués a une
phosphatase alcaline (1:200000 v:v). La membrane PVDF est de nouveau lavée 4 fois dans le
tampon Tris-NaCl et incubée 5-30 min dans un tampon de révélation (7 mM de MgClz ; 0,01 %
de solution de chlorure nitrotétrazolium bleu (NBT ; 10 mM de NBT ; 70 % de N-N-
diméthylformamide (DMF)) ; 0,0075% de solution de phosphate 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
(BCIP ; 135 mM de BCIP ; 100 % de DMF) ; 100 mM de NaCl ; 100 mM de Tris ; pH 9,6). La
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révélation est stoppée avec de I’'HCI (0,2 M). La membrane est photographiée avec un appareil

photo compact Sony® DSC-HX60 (Sony® Corporation, Tokyo, Japon).

5.10 Production et caractérisation de la protéine

MAdAGG10 recombinante

5.10.1 Production de la MAAGG10

Les codons de la séquence génique de MAAGG10 ont été optimisés pour |'expression dans
E. coli et le géne a été exprimé dans la souche Rosetta-Gami 2 sous forme d’une protéine de
fusion clivable par la protéase TEV (Tobacco Etch Virus), contenant en partie N-terminale une
étiquette d’affinité His-MBP. Les cellules bactériennes sont mises en suspension dans un tampon
d’élution (20 mM de Tris-HCI ; 500 mM de NaCl ; 10 mM d’imidazole ; pH 8,5), homogénéisé 2
fois a une pression de 10 000 p.s.i. (EmulsiFlex-C3, Avestin, Ottawa, Canada). La fraction soluble
est purifiée par chromatographie d'affinité sur ions métalliques immobilisés a I'aide d'une colonne
5 ml HisTrapTM HP (GE healthcare, Uppsala, Sweden) et éluée par I'addition d’imidazole (20 mM
de Tris-HCl ; 500 mM de NaCl ; 300 mM d‘imidazole ; pH 8,5). Les fractions protéiques contenant
la MdAGG10 sont combinées. L'étiquette d’affinité est clivée par la protéase TEV (ratio
protéase/protéine de 1 pour 100) et le mélange réactionnel est placé dans un boudin de dialyse
placé lui-méme dans un tampon de dialyse (20 mM de Tris-HCIl ; 200 mM de sulfate d’'ammonium
; 1mMde DTT ; 1 mM de d’EDTA ; pH 8,5) pendant 16 h a 4°C avant d’étre transféré pour 2 h
dans le méme tampon de dialyse mais dépourvu de DTT et d’EDTA. Le clivage de |'étiquette
entraine la formation spontanée d'agrégats microcristallins de MdAGG10 permettant leur
récupération par centrifugation (10000 rpm ; 5 min). Aprés 2 étapes supplémentaires de lavage-
centrifugation en utilisant un tampon de reprise (20 mM de Tris-HCIl ; 200 mM de sulfate

d'ammonium ; pH 8,5), le culot est resuspendu dans ce méme tampon et conservé a 4 °C.

5.10.2 Chromatographie d’exclusion stérique

Les microcristaux de MdAGG10 sont solubilisés par mélange avec du NaOH 0,5 M (1:1
v:v). L'échantillon solubilisé est immédiatement dilué (1:49 v:v) soit dans un tampon salin a ph
8,5 (50 mM de Tris-HCl ; 150 mM de NaCl) a pH 8,5, soit dans des tampons salins acides (50
mM d’acétate de sodium ; 150 mM de NaCl, pH de 5,4 ; 4,9 ; 4,4 ou 3,9). Les échantillons dilués

sont centrifugés (15 000 g ; 5 min) avant d’étre injectés dans une colonne Superdex 75 10/300
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GL (Cytiva, Tokyo, Japan) montée sur un FPLC Akta Pure (Cytiva, Tokyo, Japan) préalablement
équilibrée dans le tampon de dilution correspondant. Les profils d'élution sont suivis par
fluorescence a l'aide d'un détecteur de fluorescence RF-20A (Shimadzu, Kyoto, Japan) a des
longueurs d'onde d'excitation et d'émission de 280 et 340 nm respectivement. Tous les profils
d'élution sont enregistrés en utilisant les mémes réglages que pour le détecteur de fluorescence
(sensibilité = 2(MED), gain = 1 (x1), ce qui correspond a augmentation de la sensibilité de

détection d’un facteur x32).

5.10.3 Spectrophotométrie par fluorescence

Les échantillons sont préparés dans divers tampons, comme pour les expériences de
chromatographie d'exclusion stérique. Les échantillons sont divisés en deux parties, |'une étant
centrifugée (15000 x g ; 5 min) et l'autre non. Les mesures de fluorescence sont réalisées en
passant les échantillons distribués sur une plague 96 puits noire (Greiner Bio-One, Monroe, NC,
USA) dans un lecteur de microplaques FlexStation 3 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).
La longueur d'onde d'excitation est de 280 nm (avec une coupure a 325 nm). Les spectres
d'émission sont enregistrés entre 300 et 450 nm a intervalles de 10 nm. Les mesures sont
effectuées en utilisant 6 flashs par lecture (gain des tubes photomultiplicateurs réglé sur
Medium). Tous les spectres de fluorescence sont corrigés par des mesures effectuées sur les

blancs (tampon respectif de chaque échantillon).

5.10.4 Modélisation de la structure tridimensionnelle in
silico

L'entrée de la séquence d'acides aminés de MdAGG10 dans le serveur HHPred
(Zimmermann et al., 2018) a permis l'alignement de séquence avec l'agglutinine d'Amaranthus
caudatus (Amaranthin, Transue et al., 1997, PDB : 1JLY). Cet alignement est utilisé par le logiciel
Modeller (Webb & Sali, 2016) pour modéliser par homologie la structure prédite de MdAAGG10.
Les charges de surface sont calculées avec le logiciel PDB2PQR (Dolinsky et al., 2004), en
utilisant PROPKA pour attribuer aux résidus de surface les états de protonation a un pH donné,
et le champ de force PARSE. Le potentiel électrostatique de la surface moléculaire prédite de
MdAGG10 est enfin visualisé a |'aide du logiciel PyMOL 2.4.1 (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrédinger, LLC) a I'aide du plugin APBS Electrostatics.
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5.11 Tests d’agglutination

Les protéines MAAGG10 (2 mg/ml), conservées sous forme cristalline dans un tampon de
stockage (20 mM de Tris ; 200 mM de sulfate d'ammonium ; pH 8,5) sont solubilisées dans du
NaOH 0,5 M (1:1 v:v). Les protéines dissoutes sont immédiatement solubilisées (1:24 v:v) dans
un tampon acide d’acétate de sodium (100 mM d’acétate de sodium ; pH 4) ou un tampon neutre
de Tris (20 mM de Tris-HCI ; pH 7,5). Les solutions de MdAGG10 diluées (40 pug.ml?!) sont
mélangées avec des suspensions d’Ea WT ou d’Ea ams a 108 cfu.ml?! préparées dans de l'eau
osmosée (1:1 v:v) et incubées a température ambiante pendant au moins 30 min. Dans
certaines expériences, Ea WT est lavée de son EPS libre (Ea WTiavee) par vortexage puis
centrifugation de la suspension bactérienne (5000 g ; 5 min) et resuspension du culot dans de
I'eau osmosée. La BSA et la WGA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) sont directement diluées

dans les mémes tampons que MdAGG10 et sont testées de la méme maniére.

Pour les expériences d'inhibition, les composés (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, sauf
indication contraire) sont ajoutés au tampon de dilution contenant les protéines avant mélange
avec les bactéries. L'EPS d’Ea WT est extrait selon la méthode décrite par Bajpai et al., 2016.
Les LPS d’Ea ams sont extraits a partir du kit LPS Isolation Kit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) selon le protocole fourni par le fabricant. Comme témoin, le tampon de stockage des
cristaux des protéines (20 mM de Tris ; 200 mM de sulfate d'ammonium ; pH 8,5) subit la méme
procédure que celle effectuée pour la préparation de MdAAGG10. Aprés une incubation de 30 min
a température ambiante, les préparations de protéines sont mélangées avec Ea ams comme

décrit précédemment.

Des photos a faible grossissement ont été prises avec une caméra numérique U-CMAD3
(Olympus, Tokyo, Japon) montée sur une loupe binoculaire SZX16 (Olympus, Tokyo, Japon). La
microscopie a été réalisée avec un microscope optique Axio Zoom.V16 (Carl Zeiss, Oberkochen,
Allemagne) associé a une caméra Hamamatsu ORCA-Flash4.0 C11440-22CU (Hamamatsu

Photonics K.K., Hamamatsu, Japon).

5.12 Tests d’inhibition de croissance bactérienne

La MdAGG10 ou son tampon de stockage (témoin) subissent la méme procédure de
dilution dans un tampon acide d’acétate de sodium (100 mM d’acétate de sodium ; pH 4) ou un
tampon neutre de Tris (20 mM de Tris-HCI ; pH 7,5). Les suspensions d’Ea WT et Ea ams a 108
cfu.ml! sont incubées pendant 1 h dans le tampon contenant MdAAGG10 ou non (1:1 v:v). Aprés
incubation, les solutions sont déposées en triplicat dans du milieu LB liquide (1:9 v:v) contenu

dans les puits de plaques Honeycomb Bioscreen (Labsystems, Helsinki, Finland). La croissance
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bactérienne est mesurée sous agitation pendant 70 h, avec une prise de DO a 600 nm effectuée
toutes les 2 h, dans un lecteur optique Bioscreen C (Labsystems, Helsinki, Finland). La présence
de contaminants bactériens est vérifiée dans le milieu LB seul, les MAAGG10, le tampon neutre

Tris, le tampon d’'acétate d'ammonium ou I’eau stérile ayant servi a la préparation des bactéries.

5.13 Analyse de données et statistiques

L'analyse des données est réalisée a |'aide du logiciel RStudio (R Core Team, 2019). Les
représentations graphiques sont générées a l'aide du package « ggplot2 » (Wickham et al.,

2020) en combinaison avec « ggpubr » (Kassambra, 2020).

Hormis les microarray, les différences entre les conditions sont évaluées par des tests
non parameétriques. Les comparaisons par paires ont été effectuées avec un test Wilcoxon-Mann-
Whitney (Bauer, 1972 ; Hollander et al., 2013). Les comparaisons multiples sont réalisées avec
un test Kruskal-Wallis associé a un test post-hoc de Mann-Whitney avec correction de Bonferroni
(Hollander et al., 2013) et les différences statistiques sont établies avec un seuil de risque de 5

%. Les tests de corrélation sont effectués avec le test de corrélation de rang de Spearman.

Pour les microarrays, la normalisation des données et les analyses statistiques sont
réalisées avec le logiciel R (R Core Team, 2019) en utilisant le package LIMMA 3.10.1 (Smyth,
2005) du projet Bioconductor, selon la méthode décrite par Celton et al. (2014). Brievement,
aprés extraction des valeurs de scans, les données sont normalisées avec la méthode lowess, et
les analyses d'expression différentielle sont réalisées a I'aide de la fonction ImFit et du test t
modéré de Bayes. Une sonde est signalée comme différentiellement exprimée si le ratio log> est
< -1 ou = 1 et si la valeur p corrigée est < 0,05. Le clustering CAST est réalisé par le logiciel

MeV (Multi Experiment Viewer) avec un seuil d’affinité de 0,95 (Saeed et al., 2003).
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