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Titre : Caractérisation de ’effet de stimulateurs de défense des plantes (SDP) en fonction du stade

de développement et de I’apport en azote.

Mots clés : plantes, SDP, défenses, fertilisation azotée, stade de développement, bio protection,

tests

Résumé : Les Stimulateurs de Défense des
Plantes (SDP), utilisés dans le cadre de la
protection des cultures, constituent une option
intéressante pour réduire [’utilisation de
produits phytosanitaires « conventionnels » et
optimiser les stratégies de biocontrble. Ces
produits sont capables d’activer les défenses de
la plante et limiter ainsi I’infection par les agents
pathogénes.

Cependant, D’efficacité de ces SDP reste
erratique et est potentiellement dépendante de
nombreux paramétres agronomiques et
environnementaux encore méconnus ou mal
maitrisés. Des méthodes de diagnostic de
I’activation de défense sont requises pour
optimiser [’'usage des SDP.

Le stade de développement de la plante ainsi que
la nutrition minérale, et essentiellement la
nutrition azotée, jouent un rdle majeur dans la
mise en place des défenses en présence d’agents
pathogenes ou d’éliciteurs.

Durant cette these, une étude de I’impact du

stade de développement de la plante et de sa
nutrition azotée sur les réponses a des éliciteurs
a été menée. Une nutrition optimale s’est avérée
nécessaire pour une mise en place des défenses
et une protection efficaces. Dans le but
d’améliorer les méthodes de criblage des
produits ayant potentiellement des activités
SDP, deux tests diagnostiques ont été
développés durant cette thése: 1) un test de
laboratoire appelé « GUSTAVE » basé sur
I’utilisation de plantes d’ Arabidopsis exprimant
des fusions GUS sous le contrdle de promoteurs
de génes de défense et 2) un test immunologique
appelé « ELICITEST » basé sur des anticorps
mis au point durant cette thése dont I’utilisation
fait ’objet d’un dépot de brevet. Nos résultats
indiquent que I’efficacité des SDP est fortement
affectée par la nutrition azotée et dépend du
pathosystéme considéré. Nous avons développé
pour la profession de outils simples qui
permettront d’améliorer la mise au point des
conditions d’utilisation de ces produits.

Title: Characterization of the effect of plant natural defense stimulators (NDS) according to the

stage of development and nitrogen intake.

Keywords: plants, elicitors, defenses, nitrogen fertilization, developmental stage, bio protection,

test

Abstract: Plant Defense Elicitors (PDE), used
in crop protection, is an attractive option to
reduce the use of "conventional™ crop protection
products and optimize biocontrol strategies.
These products are able to activate plant
defenses and thus limit infection by pathogens.
However, the effectiveness of these SDP
remains erratic and is potentially dependent on
many agronomic and environmental parameters
still unknown or poorly controlled. Diagnostic
methods for defense activation are required to
optimize the use of SDP. The stage of
development of the plant as well as mineral
nutrition, and essentially nitrogen nutrition, play
a major role in the establishment of defenses in
the presence of pathogens or elicitors.

During this PhD, a study of the impact of the
plant developmental stage and of nitrogen

nutrition on the responses to elicitors was
conducted. Optimal nutrition is needed for
effective defense activation and protection. In
order to improve the screening methods of
products with potentially PDE activities, two
diagnostic tests were developed during this
thesis: 1) a laboratory test called "GUSTAVE"
based on the use of Arabidopsis plants
expressing GUS fusions under the control of
defense gene promoters and 2) an immunoassay
called "ELICITEST" based on antibodies
developed during this thesis whose use is the
subject of a patent application. Our results
indicate that the efficacy of SDP is strongly
affected by nitrogen nutrition and depends on
the pathosystem considered. We have developed
simple tools for professionals that will allow
improving the conditions of PDE use.
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Partie 1. Introduction

Préambule
Cette thése s’inscrit dans le cadre d’un projet collaboratif développé entre un partenaire

industriel, I'entreprise Staphyt et un partenaire académique I'lJPB (UMR1318 INRA-AgroParisTech). Ce
projet a été initié en février 2014 a l‘aide d’un financement délivré par le LabEx SPS (Sciences des
Plantes de Saclay) dans le cadre de la campagne SPS’Innov. Ces financements étaient alloués a des

projets innovant, a risque, impliquant un partenaire académique et un partenaire privé.

Créé en 1989, le groupe Staphyt est leader de la prestation de services en Agrosciences en
Europe. Cette entreprise, accompagne les professionnels de I'agrochimie et de I'amélioration des
plantes dans la recherche, le développement et la mise sur le de marché de produits adaptés aux
exigences de I'agriculture d’aujourd’hui et de demain. Staphyt est donc un spécialiste dans I'évaluation
des produits de I'agrofourniture. La société était intéressée par la mise au point de méthodes
d’évaluation de I’élicitation des mécanismes de défense des plantes pour la validation de I'efficacité

de produits « Stimulateurs des Défenses naturelles des Plantes » (SDP).

Staphyt s’est donc tourné vers I'lJPB afin de monter ce projet collaboratif destiné a mettre au
point ces tests. Le projet a impliqué deux équipes de I'lJPB, une équipe spécialisée dans les interactions
plante / agent pathogéne (équipe NPI); et la plateforme de Biochimie de I'observatoire du végétal
(OV-Biochimie). Une des missions du LabEx SPS et de I'lIPB est de développer de la recherche
translationnelle, ce projet rentrait en adéquation avec cette mission. Dans le cadre de cette thése, des
connaissances fondamentales sur les interactions plantes / microorganismes pathogénes ont pu étre
utilisées pour la mise au point d’outils de diagnostic terrain a destination des professionnels de I'agro-

industrie.

Jai donc été recruté, en tant qu’ingénieur d’étude, pendant un an sur le projet intitulé
ELICITEST (SPS’Innov). Ce projet avait pour but de tester la faisabilité d’un test basé sur I'utilisation
d’anticorps et qui permettrait de montrer I'activation des défenses naturelles des plantes par des
Stimulateurs de Défense des Plantes (SDP) au niveau protéique. Le détail de la stratégie de ce test sera
développé dans le chapitre 2 de cette thése. Cette premiére année de contrat m’a permis d’amorcer
le sujet et d’obtenir des résultats préliminaires suggérant que la stratégie d’obtention des anticorps
congue dans ce projet permettait de montrer I'activation des défenses naturelles au moins chez
Arabidopsis thaliana. Nous avons donc décidé de poursuivre la collaboration entre Staphyt, I'lJPB et

moi-méme en soumettant un projet de thése CIFRE. Nous avons alors décidé d’élargir le champ du
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sujet de thése en y rajoutant le développement d’un test in-vitro permettant de montrer |'activation
des défenses par les SDP mais cette fois au niveau transcriptionnel (test GUSTAVE, développé dans le
chapitre 3) et en y incluant I'’étude de I'impact du stade de la plante et de la fertilisation azotée sur

I’efficacité des SDP (chapitre 4).

Ce projet de these a été accepté et validé par 'ANRT (Agence Nationale de Recherche et

Technologie) en octobre 2015 et j'ai donc commencé cette thése en novembre 2015.
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Chapitre 1. Etat de I'art
1.1 Les plantes et leurs interactions complexes avec I’environnement

Dans leur milieu naturel, les plantes sont impliquées dans un certain nombre d’interactions
avec d’autres étres vivants (interactions biotiques) ou avec leur environnement abiotique. Dans le
cadre des interactions biotiques, les plantes peuvent établir des relations bénéfiques (telles que les
symbioses mutualistes) ou délétéres (telles que le parasitisme, la compétition) avec d’autres
organismes. Ces autres organismes peuvent étre des champignons, des bactéries, des virus, des
nématodes, des insectes, des oiseaux, des mammiféres ou d’autres plantes. Dans le cadre de cette
thése, nous nous intéressons aux interactions biotiques avec les agents pathogénes microbiens et aux

interactions abiotiques en focalisant sur la nutrition azotée.

Les microorganismes pathogenes (bactéries et champignons) peuvent se nourrir et se
développer en utilisant différentes stratégies infectieuses. L’'infection par un agent pathogene affaiblit

la plante ce qui diminue la production de biomasse et impacte donc de maniére négative le rendement.

Les agents pathogenes biotrophes infectent des tissus vivants et se nourrissent des composés
présents dans la cellule. Les agents pathogenes biotrophes sont des parasites obligatoires, c’est-a-dire
gu’ils ne sont pas cultivables sur milieu artificiel et nécessitent leur plante hote pour se développer et
se multiplier. Ces microorganismes ont souvent un spectre d’hote réduit a quelques espéces de plantes

hétes. Pour exemple, les rouilles et I'oidium sont des champignons biotrophes (Dracatos et al., 2018).

Les agents pathogénes nécrotrophes, quant a eux, sont des microorganismes qui ont besoin
de tissus morts pour mettre en place leur processus infectieux et se nourrissent de ces tissus morts.
Ces agents pathogénes vont d’abord provoquer la mort des tissus au niveau du site d’infection a I'aide
de toxines ou d’enzyme de dégradation des parois avant de les coloniser. Une fois dans la plante,
I'agent pathogene nécrotrophe se développe en provoquant la mort des cellules adjacentes avant de
les coloniser. Les organismes nécrotrophes possedent souvent un large spectre d’hbtes. Les
symptémes qu’ils induisent peuvent étre du type nécrose ou macération (pourriture molle). Le
champignon responsable de la pourriture grise, Botrytis cinerea (Williamson et al., 2007) et la bactérie
responsable de la pourriture molle Dickeya dadantii sont des agents pathogenes nécrotrophes (Kieu

et al., 2012; Reverchon and Nasser, 2013).

Les agents pathogénes hémibiotrophes adoptent un processus infectieux intermédiaire. Ils
infectent des tissus vivants en commencgant avec une phase biotrophe, puis ils modifient leur stratégie

de colonisation en passant a une phase nécrotrophe et provoquent la mort des cellules adjacentes au
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site d’infection avant de les coloniser. Les champignons Colletotrichum graminicola et Zymoseptoria

tritici sont des agents pathogénes hémibiotrophes (Denancé et al., 2013; Miinch et al., 2008).

Les insectes piqueurs parasitent les plantes en les piquants dans leur systeme vasculaire et
prélévent la seve élaborée pour se nourrir. Cela provoque un déficit énergétique pour la plante qui est
alors affaiblie et son développement ralenti, ce qui impacte sa productivité. Les insectes piqueurs
peuvent aussi étre des vecteurs transportant des bactéries ou des virus. Dans ce cas, la piqQre induit
une infection de la plante par la bactérie ou le virus, ce qui augmente l'impact négatif sur le
développement de la plante. De plus, méme si aucun agent pathogene n’est transporté par l'insecte,
la piqQre résultant de I'attaque est une porte ouverte pour l'infection par des microorganismes

pathogenes.

Entre les plantes et leurs agents pathogenes deux types d’interactions peuvent s’établir ; les
interactions compatibles ou les interactions incompatibles. Les interactions compatibles sont des
interactions ol I'agent pathogene est capable d’infecter une plante. A l'inverse, une interaction
incompatible est une interaction ou I'agent pathogéne n’est pas capable d’infecter la plante. Ceci peut
étre d0 a une incompatibilité de type résistance non héte. Dans ce cas, tous les génotypes d’une espece
sont résistants a tous les génotypes de I'agent pathogéne. L‘autre type d’'incompatibilité peut étre di
a une reconnaissance race spécifique. Dans ce cas, certains génotypes de plante peuvent reconnaitre
spécifiqguement certains génotypes de |'agent pathogene. Cette reconnaissance est basée sur la
présence d’un geéne de résistance chez I’héte qui percgoit des protéines appelées « effecteurs » chez le
génotype de I'agent pathogéne considéré. En I'absence de ce gene de résistance particulier, ou de

I’effecteur spécifique, la maladie se développe.

1.2 Les plantes face aux agents pathogenes, mécanismes de reconnaissance et mise en
place des défenses
Les processus de défense incluent 3 grandes étapes : 1) reconnaissance, 2) signalisation, 3)

exécution.

Aprés la perception d’un stress, le systeme de défense végétal déclenche un large éventail de
mécanismes pour orchestrer la reprogrammation transcriptionnelle nécessaire a I'adaptation et a la
survie de la plante. La reconnaissance et la signalisation seront décrites dans les paragraphes ci-
dessous. Les processus de défense liés a I'exécution consistent en la mise en place de barriéres
physiques et chimiques agissant directement sur le processus infectieux. Elles incluent I'accumulation
de composés antimicrobiens. Les phytoalexines sont des métabolites secondaires a activité

antimicrobienne. Ces composés peuvent étre présents de maniére constitutive ; dans ce cas on les
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appelle phytoanticipines. Les protéines appelées « Pathogenesis Related » (PR) protéines sont des
protéines a activité antimicrobienne ubiquitaires chez les plantes. Elles sont accumulées suite a la
perception d’un stress biotique. Leur expression est contrélée par les hormones de défense (voir ci-
dessous). De plus les plantes accumulent des espéces réactives de I'oxygene ou Reactive Oxygen
Species (ROS). Chez A. thaliana cette production de ROS implique essentiellement I’expression du gene
AtRbohD. Suite a un stress biotique, plusieurs barrieres physiques sont mises en place dont
I'accumulation de callose et le renforcement de la paroi par la formation de ponts entre les protéines
riches en hydroxyproline. Tous ces processus sont activés d’autant plus rapidement que le systéme de

perception et de signalisation de la plante est efficace (Jones and Dangl, 2006).

1.2.1 Les acteurs de la reconnaissance des agents pathogénes
1.2.1.1 La notion d’éliciteurs

Les organismes eucaryotes pluricellulaires ont mis en place des mécanismes permettant de
détecter diverses formes de danger, notamment l'attaque d'agents pathogénes microbiens et de
divers organismes nuisibles (perception du « non-soi »), mais aussi les dommages causés aux tissus et
aux cellules par les stress environnementaux (perception du « soi »). Cette reconnaissance du danger
se fait par I'intermédiaire des composés libérés a partir de la plante hote ou d’organismes exogenes,
au niveau du site d’infection. Ces composés appelés éliciteurs sont reconnus par la plante pour stimuler

la mise en place de mécanismes de défense de maniére locale ou systémique (Henry et al., 2012).

On appelle éliciteur tout composé capable d’induire des réactions de défense chez la plante
conduisant a une protection face a un stress biotique ou abiotique (Benhamou and Rey, 2012) (Figure

1),

Les composés éliciteurs peuvent étre d’origine biologique, dérivés de la plante ou d’un
microbe, ou alors obtenus par synthese chimique. A ce jour, peu d’éliciteurs de synthése sont reportés
mis a part les analogues synthétiques de molécules de signalisation hormonale ou de défense connues
telles que Bion®, I'acibenzolar-S-méthyle (ASM), I'acide béta-aminobutyrique (BABA) et la cis-jasmone.
La plupart des éliciteurs décrits sont d’origine biologique et proviennent soit de I’'h6te soit de I'agent
pathogene. Des composants de la paroi cellulaire végétale tels que les oligogalacturonides (Ferrari,
2013), des composants de I'enveloppe bactérienne tels que les lipopolysaccharides (Erbs and Newman,
2012), des protéines d’origine microbienne telles que la flagelline bactérienne (Gomez-Gomez et

Boller, 2002) ou I'élicitine dérivée d’'un oomycete (Hein et al., 2009) sont des éliciteurs.

17



liciteurs généraux
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Figure 1 : Différentes familles d’éliciteurs (Benhamou and Rey, 2012). Il existe différentes familles d‘éliciteurs : les éliciteurs
biotiques et les éliciteurs abiotiques le éliciteurs abiotiques sont capables d’induire une réponse aux stress abiotiques alors
que les éliciteurs biotiques vont induire une réponse aux stress biotiques. Dans les éliciteurs biotiques on inclue des éliciteurs
exogenes correspondant aux MAMPs et des éliciteurs exogenes correspondant aux DAMPs.

A la différence des vertébrés supérieurs déclenchant in fine une réponse immunitaire
adaptative, les plantes s'appuient uniquement sur le systéme immunitaire inné pour limiter la
pénétration et la prolifération des agents pathogénes. La reconnaissance d'une menace

potentiellement pathogéne est essentielle pour la mise en place de réponses immunitaires efficaces.

1.2.1.1 Les éliciteurs conservés de défenses des plantes
Les plantes sont capables de détecter la présence d’un agent pathogéne par l'intermédiaire de

motifs moléculaires microbiens conservés appelés Microbe-Associated Molecular Patterns (MAMP)

(Medzhitov and Janeway, 1997).

Autrefois décrits comme des motifs moléculaires associés a des agents pathogénes (PAMPs),
le terme de Motifs moléculaires associés aux microbes (MAMPs) s'est révélé plus approprié puisqu'il
s’agit de motifs hautement conservés chez les microbes et ne sont pas exclusivement limités aux
agents pathogénes car également présents chez les microorganismes mutualistes (Boller and Felix,

2009).
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Plus récemment, des motifs associés aux dommages d’herbivores (Herbivory-Associated
Molecular Patterns, HAMPs) ou de nématodes (Nematode-Associated Molecular Patterns, NAMPs) ont
été rapportés (Manosalva et al., 2015; Mithofer and Boland, 2008). Les plantes portent des récepteurs
appelés Pattern Recognition Receptors (PRR) capables de reconnaitre ces molécules (Zipfel, 2008;
Zipfel and Felix, 2005). Les PRR sont situés au niveau de la membrane plasmique. Les PRR activent une
ou plusieurs voies de signalisation, souvent a l'aide de corécepteurs, pour induire des réponses de
défense en aval. Différents PRR sont capables de reconnaitre des motifs précis retrouvés dans
différents MAMPs (Figure 2). Toutes ces molécules MAMP, HAMP et NAMP induisent un niveau de
défense basale a large spectre appelé Pattern Triggerd Immunity (PTI) chez un grand nombre de
plantes (Chisholm et al., 2006; Nurnberger et al., 2004). Ce type de défense sera développé plus en
détail dans le paragraphe 1.2.2. Différents exemples de DAMP, MAMP, HAMP et NAMP sont décrit

plus en détails dans les paragraphes ci-dessous.

BACTERIA FUNGI OOMYCETES

Flagellin EF-Tu Xylanase chitin chitin Heptaglucan

(fig22) (elf18) (HG)

FLS2 EFR LeEIX1/2 CEBiP  CEBIiP? GBP

2 ?
~
CERK1 ?
?
Arabidopsis  Arabidopsis Tomato Rice Arabidopsis Soybean
Tomato
N. benthamiana

Figure 2 : Représentation schématique de différents PRR de plantes et des MAMP qu’ils reconnaissent (Zipfel, 2008). Les
flagelines bactériennes (flg22) et EF-Tu (elf18) sont reconnues respectivement par les LRR-RLKs FLS2 et EFR. Les orthologues
de FLS2 ont été clonés et caractérisés chez la tomate et N. benthamiana. Dans la tomate, la xylanase est reconnue par les RLP
LeEIX1 et LeEIX2. Le site de forte affinité de la chitine dans le riz correspond a CEBIiP, une protéine transmembranaire avec
deux domaines LysM extracellulaires. Chez les légumineuses, la protéine de liaison au glucane soluble (GBP) lie directement
I Heptaglucane d’oomycetes.

Damage Associated Molecular Patterns

Des défenses végétales peuvent étre activées par la perception de molécules issues de la
plante hote lorsque les cellules sont endommagées, véritable signaux de danger endogenes. Il s’agit
de motifs moléculaires associés aux dommages (Damaged-associated Molecular Patterns, DAMPs)
(Matzinger, 2007). Ces DAMPs permettent une reconnaissance de perturbations tissulaires ou de

blessures afin d’initier les processus visant la régulation des défenses, de I’'homéostasie cellulaire ou
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de la restauration des parois (Gust et al., 2017). Parmi les produits de dégradation de la paroi pecto-
cellulosique, les fragments de pectine appelés oligogalacturonides peuvent activer les défenses de la
plante (Ferrari, 2013). Des protéines appelées AtPEP chez A. thaliana sont maturées par protéolyse
suite a une infection et les produits de clivage de ces peptides constituent des DAMPs qui sont

reconnus par des récepteur PRR spécifiques (Flury et al., 2013).

Microbe Associated Molecular Patterns bactériens

La flagelline bactérienne est un des motifs MAMPs les plus étudiés (Felix et al., 1999). Ce
MAMP est également reconnu par les systémes immunitaires des animaux (Gomez-Gémez and Boller,
2002). Constituant du flagelle bactérien, la flagelline est une protéine essentielle pour les bactéries
mobiles (Naito et al., 2008) dont les parties N- et C-terminales sont hautement conservées. Une
séquence conservée de 22 acides aminés de I'extrémité N-terminale de la flagelline de Pseudomonas
syringae pv.tomato (Pst DC3000) s'est avérée suffisante pour déclencher une PTl chez les plantes (Felix
et al., 1999; Smith et al., 2003). Cet épitope appelé flg22 est percu par la plupart des espéces de plantes
par le biais du récepteur PRR spécifique nommé FLAGELLIN SENSING 2 (FLS2) (Chinchilla et al., 2007;
Goémez-Gémez et al., 1999). Chez Arabidopsis thaliana, I’application de flg22 conduit a un effet de mise
en alerte de la plante en la rendant plus résistante aux infections ultérieures par Pst DC3000 (Zipfel et

al., 2006).

Parmi les protéines MAMPs, le facteur d’élongation thermo instable (EF-Tu) est une molécule
abondante, essentielle et trés conservée avec 90% d'homologie de séquence entre des centaines
d'espéces bactériennes (Jeppesen et al., 2005). EF-Tu présente un épitope hautement conservé elf18,
contenant les 18 premiers acides aminés de la protéine, reconnu chez les Brassicacées via le PRR EF-
Tu RECEPTOR (EFR) (Kunze, 2004, Zipfel et al., 2006). Pour la reconnaissance de la flagelline comme de
I’'EF-Tu, la liaison du ligand au récepteur conduit a une hétérodimérisation avec la protéine BRI1-
Associated receptor Kinase 1 BAK1, nécessaire pour la signalisation de défense en aval (Chinchilla et

al., 2007; Heese et al., 2007; Segonzac and Zipfel, 2011).

D’autres motifs MAMPs non protéiniques tels que le peptidoglycane (PGN), les B-glucanes et
les lipopolysaccharides (LPS) ont été identifiés comme des éliciteurs de I'immunité (PTI) dans diverses

études (Erbs et al., 2008, 201; Gust et al., 2017; Zipfel, 2014).

Les peptidoglycanes sont des éléments constitutifs de la paroi cellulaire bactérienne et

.....
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partagent des similitudes structurelles avec la chitine des champignons, entraine I'activation des

réponses de défense (Erbs et al., 2008).

MAMPs fongiques

De la méme fagon que pour les MAMPs bactériens, les plantes portent des PRR qui détectent
des structures conservées spécifiques des champignons. Les éliciteurs fongiques les plus connus sont
la chitine (et son dérivé le chitosan), et I'ergostérol, composants de la paroi cellulaire et de la
membrane, qui constituent des éléments structurels importants des champignons (Granado et al.,
1995; Klemptner et al., 2014). Parmi les MAMPs fongiques se retrouvent également les enzymes
comme les endo-polygalacturonases et les pectinases, sécrétées par de nombreux champignons et

capables de détruire la paroi cellulaire de la plante, (Zhang et al., 2014).

La chitine est 'un des MAMPs fongiques les mieux étudiés. La chitine est un polymére de N-
acétylglucosamine (GIcNAc ou GNA) qui est reconnu a la fois par le systeme immunitaire des plantes
et celui des animaux (Nurnberger et al., 2004). Les cellules végétales percoivent les fragments de
chitine (chito-oligosaccharides) de différents niveaux de polymérisation via des récepteurs spécifiques
a motifs de lysine (LysM) tels que le récepteur CERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1) (Miya et al.,
2007) ou CEBIP (Chitin oligosaccharide Elicitor Binding Protein) (Kaku et al., 2006).

Le chitosan, un dérivé de la chitine désacétylée, se comporte comme un éliciteur. Les
polyméres de chitine et leur forme modifiée, le chitosan, induisent des réponses de défense de I'hbte
chez les monocotylédones et les dicotylédones (Shibuya and Minami, 2001). La réponse des plantes a
la chitine, au chitosan et aux oligosaccharides dérivés dépend du degré d'acétylation de ces composés

(Pusztahelyi, 2018).

Herbivory Associated Molecular Patterns

Les herbivores ne sont pas classés comme des microbes et leurs motifs moléculaires de
reconnaissance sont appelés motifs moléculaires associés aux herbivores (HAMP). Outre leurs
dommages directs engendrés pour s’alimenter, les herbivores sont souvent des vecteurs permettant
la propagation de virus entre les plantes. Ainsi, la perception des herbivores se fait a deux niveaux soit
par les HAMPs présents dans les sécrétions orales, la salive et les liquides de ponte de I'herbivore,
et/ou par la perception des dommages causés par I'herbivore via la perception de Iésions spécifiques

associées aux dommages.

Certains HAMPs associés a des dommages provenant d'insectes ont été identifiés dont les

principaux sont des conjugués d'acides gras (par exemple, la volicitine qui est un molécule de
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glutamine conjuguée a un dérivé hydroxylé de I'acide linoléique), des caéliférines, des bruchines, les
peptides dérivés de plantes nommés inceptines (produits de dégradation) et des enzymes salivaires
telles que la B-glucosidase, glucose oxydase (GOX) et diverses ATPases (Acevedo et al., 2015; Schmelz,

2015).
Nematode Associated Molecular Patterns

Plusieurs études indiquaient que les plantes pouvaient percevoir une infection par les
nématodes via des récepteurs PRR (Lozano-Torres et al., 2012), mais ce n'est que récemment que le
premier éliciteur spécifique aux nématodes (NAMP), un ascaroside (glycolipide) majeur chez les
nématodes phytoparasites a cystes et a galles, a été décrit comme un puissant éliciteur chez plusieurs
especes végétales (Manosalva et al., 2015). Les ascarosides sont une famille de phéromones de
nématodes a conservation évolutive dont I'ascaroside Ascr#18 identifié comme NAMP induit une
réponse immunitaire ainsi qu’une résistance accrue aux agents pathogenes viraux, bactériens,
fongiques, oomycetes et aux nématodes a galles chez plusieurs espéces de plantes dicotylédones et

monocotylédones (Choi and Klessig, 2016).

1.2.1.2 Des éliciteurs spécifiques : les effecteurs microbiens
Les agents pathogénes efficaces peuvent éviter ou bloquer la reconnaissance de I'héte en

sécrétant des protéines appelées « effecteurs » capables de «masquer» les motifs microbiens ou
d'inhiber la signalisation induite par les récepteurs PRR. Les plantes hotes ont développé des
récepteurs capables de détecter ces effecteurs et d’induire un niveau de résistance spécifique vis-a-vis
de I'agent pathogene impliqué appelé Effector Triggered Immunity (ETI) (Garcia-Brugger et al., 2006)
(Figure 3). Les effecteurs sont le plus souvent des protéines secrétées par les microorganismes
pathogenes. lls sont injectés dans le cytoplasme de la cellule végétale ou bien libérés dans I'apoplasme
au cours de linfection. Ils favorisent le processus infectieux entre autre en supprimant la
reconnaissance des MAMP. Les structures protéiques et les fonctions biochimiques des effecteurs
sont extrémement diversifiées. Certains effecteurs inhibent la phosphorylation de PRR. Ainsi,
I’effecteur AvrPtoB secrété par la bactérie pathogene Pseudomonas syringae pv. tomato qui inhibe la
phosphorylation du récepteur de la flagelline FLS2 (Gohre et al., 2008). D’autres effecteurs inhibent
des fonctions de défense. Ainsi, I'effecteur Avr2 secrété par le champignon Cladosporium fulvum

inhibe I'activité d’une protéase située dans I'apoplasme des tomates (Shabab et al., 2008).
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A. General elicitors B. Specific elicitors

“Chemicals|  Non pathogens Insects, herbivores Pathogens Pathogens
* /
Plant
!

DAMPs PAMPs Effectors (Avr proteins)
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Cellular signaling
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Figure 3 : Les éliciteurs peuvent étre classés en deux catégories (Henry et al., 2012). A : Les éliciteurs généraux (peu
spécifiques) agissent de maniére différente selon les cultivars au sein d’une espéce de plante et sont impliqués dans
I'immunité innée primaire. lls comprennent les produits phytopharmaceutiques, les profils moléculaires associés aux
microbes (MAMPs) issus de micro-organismes, les profils moléculaires associés aux dommages (DAMPs) issus des surfaces de
plante suite a I'action de I’envahisseur et les profils moléculaires associés aux pathogénes (PAMPs) issus de micro-organismes
pathogenes. Méme si la perception des éliciteurs est généralement récepteur-dépendante, tres peu de sites de liaison ont
été caractérisés a ce jour; B : Les éliciteurs spécifiques (ou effecteurs) sont produits par des agents pathogenes spécialisés et
agissent uniqguement chez les cultivars de plantes possédant le gene de résistance a la maladie correspondant. Les effecteurs
conduisent typiquement a I'immunité innée secondaire aprés une perception via une protéine de résistance.

Les effecteurs sont, en contraste avec la plupart des MAMP, non essentiels a la survie
microbienne et peuvent présenter des formes variées permettant a I'agent pathogéne d’échapper a

I'ETI ou de supprimer plus efficacement la PTI (Hein et al., 2009; Jones and Dangl, 2006).

1.2.1.4 Les récepteurs des éliciteurs
Au vu des nombreux signaux émis dans |'apoplaste ou a l'intérieur des cellules végétales, la

caractérisation des récepteurs de ces différents ligands est cruciale afin de mieux appréhender la
signalisation engendrée apres la reconnaissance de ces dangers par leurs motifs moléculaires a I'aide
des PRR. Les récepteurs PRR sont des composants clés de I'immunité innée des plantes mais régulent
également la croissance et le développement des plantes, la symbiose ou encore la tolérance aux stress
abiotiques (Araya et al., 2014; Breiden and Simon, 2016). Situés dans la membrane plasmique, ces
récepteurs percgoivent la présence de MAMPs ou de DAMPs et générent des signaux intracellulaires
(Macho and Zipfel, 2014; Zipfel, 2014). Les récepteurs PRR comportent des récepteurs de type protéine
kinases (RLK, Receptor-like kinases) et des récepteurs de type protéique (RLP, Receptor-like proteins).

Les RLKs contiennent un domaine extracellulaire (ectodomaine), un domaine d’ancrage membranaire
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(transmembranaire), un domaine protéine kinase intracellulaire alors que les RLPs sont dépourvus du

domaine cytoplasmique kinase (Greeff et al., 2012; Zipfel, 2014).

Les PRR peuvent étre classés en différentes sous-familles selon leur domaine extracellulaire :
les répétitions riches en leucine (LRR, Leucine-Rich Repeat), le motif lysine (LysM), le motif lectine et le
motif de type facteur de croissance épidermique (EGF). Tous les PRRs connus contenant des LRR, y
compris les LRR-RK et les LRR-RP, percoivent des éliciteurs de nature peptidique (Couto and Zipfel,
2016). Les LRR-RLK forment le plus grand sous-groupe de RLKs chez A. thaliana et sont des récepteurs
typiques des ligands peptidiques. Par exemple, les peptides MAMPs flg22 (flagelline) et elf18 (EF-Tu)
mais aussi des peptides DAMPs comme les PEPs sont reconnus respectivement via les récepteurs LRR-
RLK FLS2 (Chinchilla et al., 2007), EFR (Zipfel et al., 2006) et PEPRs (Yamaguchi et al., 2010; Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 2006).

Chez A. thaliana, 610 RLK et 56 RLP ont été identifiés (Fritz-Laylin, 2005; Shiu and Bleecker,
2001). Un grand nombre de genes codent pour les RLK et les RLP et leur expression est induite suite a
un traitement par un MAMP, illustrant la grande diversité de tels systéemes de perception et suggérant

leur role potentiel dans la défense (Zipfel et al., 2006).

Les RLPs sont dépourvus du domaine cytoplasmique kinase nécessitant donc I'assemblage avec
un corécepteur pour induire le signal intracellulaire (Zipfel, 2014). Chez A. thaliana, il a été démontré
que LRR-RLP23 se lie et reconnait spécifiquement les protéines NLPs a partir d’'un motif peptidique de
20 acides aminés (nlp20) conservé parmi divers groupes de microbes, y compris les bactéries, les

champignons et les oomycetes (Albert et al., 2015).

Les récepteurs LysM-RLP et LysM-RLK représentent une classe majeure de récepteurs des
glycanes microbiens contenant de la N-acétylglucosamine (NAG), y compris la chitine fongique et le
peptidoglycane bactérien (PGN), pour activer les défenses mais également pour induire des symbioses
par la reconnaissance des lipochitooligosaccharides (LCO) dérivés de champignons mycorhiziens ou de

bactéries de la famille des Rhizobias (Gust et al., 2012).

Les récepteurs RLKs a domaine lectine sont particulierement importants pour la résistance des
plantes aux maladies des plantes avec des récepteurs impliqués dans la perception de DAMPs, comme
la lectine RLK DORN1 qui détecte I'eATP (ATP extracellulaire) (Choi et al., 2014) ou de MAMPs comme
la lectine RLK LORE qui détecte la partie lipidique des lipopolysaccharides (LPS) bactériens (Ranf et al.,
2015).

Des avancées récentes ont permis de démontrer que d’'une maniere générale, les PRR

s'associent a d'autres RLKs et agissent dans le cadre de complexes immuns multi-protéiques a la
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surface des cellules. L'exemple le mieux caractérisé est le recrutement de BAK1 dans de multiples
complexes impliquant des PRRs de la classe des LRR-RLK aprés liaison avec leurs ligands. BAK1 est un
membre de la famille SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinases) qui forme des complexes
hétéromériques dépendants du ligand avec plusieurs récepteurs MAMPs et DAMPs, tels que FLS2, EFR,
AtPEPR1 et AtPEPR2(Chinchilla et al., 2007; Roux et al., 2011; Yamada et al., 2016).

Certains génotypes de plantes hotes sont capables de percevoir des effecteurs microbiens.
Cette reconnaissance conduit généralement a un arrét de l'infection qui peut étre associé a une
réponse hypersensible ou « hypersensitive response » (HR). La HR consiste en la mort des cellules en
contact avec le bioagresseur. La perception des effecteurs requiert des systemes tres diversifiés
reposant sur des génes de résistance spécifiques codant des protéines de résistance spécifiques. Le
processus de reconnaissance et de résistance déclenché en aval de la perception des effecteurs est
appelé « Effector triggered immunity » (ETI). Plusieurs mécanismes moléculaires différents permettent
de reconnaitre les effecteurs. La reconnaissance peut avoir lieu par reconnaissance directe impliquant
une interaction physique entre |'effecteur et la protéine de résistance ou alors une reconnaissance
indirecte. La reconnaissance indirecte implique la perception par la protéine de résistance, de la
modification par I'effecteur d’une protéine endogéne appelée « cible ». La plupart des protéines de
résistance identifiées a I'heure actuelle contiennent des domaines conservés : un domaine de fixation
d’un nucléotide (Nucleotide binding site, NB) et un domaine de répétition de leucines LRR (Leucine rich
repeat). Ces protéines sont regroupées sous le terme de NLR, (Nucleotide-binding/Leucine-rich-repeat
Receptor). Les protéines RPM1 et RPS2 d’A. thaliana sont des protéines a domaine NB-LRR qui
conferent une résistance aux bactéries P. syringae pv. tomato secrétant les effecteurs AvrRpm1 et
AvrRpt2 respectivement (Andersson et al., 2006). RPM1 percoit la phosphorylation d’une protéine
cible appelée RIN4 ; et RPS2 percoit le clivage de RIN4. Ainsi, ces deux protéines de résistance sont
impliquées dans la perception de modifications survenant sur la protéine cible RIN4. Suite a la

perception de ces modifications, I'ETI est déclenchée.

Chez la tomate, les LRR-RLP Cf-2, Cf-4 et Cf-9 conférent une résistance a Cladosporium fulvum
en reconnaissant respectivement les effecteurs apoplastiques Avr2, Avr4 et Avr9 de I'agent pathogene

fongique (Dixon et al., 1996; Kruger, 2002).

1.2.2 Différents types de réponses immunitaires, la PTI/ETI
La nature des motifs moléculaires (éliciteurs) et des récepteurs cellulaires (extra- ou

intracellulaires) conditionne la spécificité du mécanisme de reconnaissance conduisant a deux niveaux

de résistance induite du systéme immunitaire inné (Muthamilarasan and Prasad, 2013) : une résistance
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« basale » a large spectre (PTI) et une résistance plus forte et plus spécifique (ETI). Ces différents
niveaux d’'immunité seraient la conséquence de la coévolution des plantes et de leurs agresseurs

(modele zigzag proposé par Jones et Dangl, 2006).

Le premier niveau d'immunité est déclenché par la reconnaissance de molécules exogenes
avec des motifs microbiens spécifiques (MAMPs) mais également de certains motifs endogenes
(DAMPs) reconnus au niveau de la membrane plasmique par les récepteurs membranaires de type
PRR. La perception de ces motifs conduit a I'activation de I'immunité déclenchée par un motif MAMP
ou PTI (Pattern Triggered Immunity) (Chinchilla, 2006; Krol et al., 2010; Macho and Zipfel, 2014; Zipfel
et al., 2006) , généralement considérée comme une résistance peu intense mais a large spectre afin de
limiter l'invasion (Jones and Dangl, 2006). Cette premiére forme de résistance inclut des réponses de
défense directes telles que la production de composés antimicrobiens, de molécules répulsives et de
composés organiques volatils (COV), mais également le renforcement de la paroi cellulaire (Boller and

Felix, 2009).

Malgré I'activation de la PTI, l'interaction entre la plante et I'agresseur peut étre compatible
et suivie par une prolifération de I'agent pathogene si les défenses mises en place sont inappropriées,
pas assez rapides ou « inactivées ». En effet, certains agents pathogénes adaptés a leur(s) hote(s) ont
développé des effecteurs spécialisés leur permettant d’interférer avec les voies de défense pour
supprimer la PTI et coloniser les tissus (Deslandes and Rivas, 2012; Franceschetti et al., 2017; Karasov

et al., 2014). On parle alors de sensibilité liée aux effecteurs ou ETS (Effector-Triggered Susceptibility).

Cependant, a leur tour, les plantes ont développé des récepteurs immunitaires capables de
détecter directement ou indirectement les effecteurs de I'agent pathogene (Cui et al.,, 2015)
déclenchant I'ETI (Garcia-Brugger et al., 2006) (Figure 4).

Ce deuxieme niveau de résistance est décrite dans le modele de résistance « gene pour gene ».
En effet, I'ETI est activée lorsque les protéines de résistance (R) codées par la plante, qui sont
généralement situés dans la cellule végétale, reconnaissent directement ou indirectement I'effecteur
de I'agent pathogene introduit dans I’h6te. Cette forme de résistance génétiquement déterminée a
été proposé par Harold Henry Flor (Flor, 1971).

Un autre modéle appelé « hypothése de garde » a été proposé, impliquant I'intervention d’une
troisieme composante dans cette interaction dans lequel la protéine Avr/effecteur et la protéine R
feraient partie d’'un complexe incluant une protéine cible sur laquelle la protéine de résistance monte

la garde (Bergelson et al, 2001; Luderer et al, 2001; Van der Hoorn et al, 2002).
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Figure 4 : Modéle de I'évolution de la résistance aux agents pathogénes chez les plantes. A : En cas d'attaque par un agent
pathogene, les MAMP activent les récepteurs PRR chez I'héte, ce qui entraine une cascade de signalisation en aval conduisant
ala PTI. B: Les agents pathogeénes virulents ont acquis des effecteurs (étoiles pourpres) qui suppriment la PTI, entrainant
I’ETS. C: A leur tour, les plantes ont acquis des protéines de résistance (R) qui reconnaissent ces effecteurs spécifiques de
I'attaquant, ce qui entraine une réponse immunitaire secondaire I'ETI.

La coévolution de I'hote et de I'agent pathogéne conduit a une succession dynamique entre
PTI, ETS et ETI qui a été décrite dans le "modéle en zigzag" comme une sorte de course aux armements
des plantes et de leurs agents pathogénes (Jones and Dangl, 2006). Vu dans un contexte évolutif, les
agents pathogenes sont sélectionnés en fonction de la perception du systéme immunitaire de la plante
et inversement, le systeme immunitaire de la plante est sélectionné pour la perception des agents

pathogénes envahissants.

Au niveau fonctionnel, I'ETI rétablit et amplifie les programmes de transcription basale et les
défenses antimicrobiennes de la PTI et est souvent associé a une mort cellulaire programmée localisée
au niveau des tissus infectés : la réponse hypersensible (HR) (Mur et al., 2008). La HR est une réaction
apoptotique rapide dans les cellules infectées et a proximité, qui permet de supprimer la disponibilité
des nutriments pour les agents pathogenes, bloquant ainsi efficacement la propagation d'agents
pathogenes biotrophes (Mengiste, 2012a). En plus de l'inhibition directe de I'agent phytopathogéne
ou de son confinement au site d'infection, la HR permet de libérer des signaux conditionnant les
cellules adjacentes a devenir plus réactives et d’activer des réponses de défense plus étendues
(Kombrink et al., 2001). De plus, les réactions de résistance locales induisent une immunité systémique
a long terme (résistance acquise systémique), qui prépare les tissus non infectés a une attaque

ultérieure d'agents pathogénes (Fu and Dong, 2013).

Les limites du modele ETI / PTI ont fait naitre I'idée que le systéme immunitaire de la plante

est un moyen général de faire face a une invasion ou a un danger, vision globale et caractéristique
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générale de I'immunité chez les eucaryotes supérieurs. L'ETI déclenchant les réponses de défense tres
rapidement et avec une forte amplitude; la PTI déclenchant des réponses similaires mais plus

tardivement et avec une amplitude modérée.

Des expériences de méta-analyse transcriptionnelle effectuées sous différents traitements de
stress abiotiques et biotiques ont révélé un nombre important de genes communs régulés lors de ces
stress (Ma and Bohnert, 2007). Les principaux composants du réseau de signalisation contrélant
I'adaptation aux stress abiotique et biotique incluent les espéces réactives de |'oxygene (ROS), les
phytohormones, les modifications du statut redox, les protéines kinases (MAPK) et les flux d'ions
inorganiques (calcium), le trafic vésiculaire et I'apoptose (Kissoudis et al., 2014). Ces composants
communs entre la signalisation des stress abiotique et biotique, indiquent I’existence d’une
interconnexion voire d’'une convergence des mécanismes de réponse aux stress (Walley and Dehesh,
2010). En effet, de nombreux exemples montrent que I'application exogene de produits chimiques tels
que I'acide B-aminobutyrique (B-ABA), le SA (SA) ou I’acide jasmonique (JA) accroit la résistance globale
a divers stress d’ordre environnementaux ou infectieux (Khan et al., 2015; R Khan and A Khan, 2013;

Walia et al., 2007).

1.2.3 L’activation des différentes défenses, le réle des phytohormones
Chez les plantes, les mécanismes de réponse aux stress nécessitent I'activation intracellulaire

et la concertation de plusieurs voies de signalisation. La complexité de ces interactions nécessite des
régulateurs afin d’adapter et de prioriser les réponses en fonction des signaux pergus. Les
phytohormones sont les principaux régulateurs de la croissance et du développement des plantes,
ainsi que les médiateurs des réponses aux stress environnementaux (Sreenivasulu et al., 2012). Ainsi,
les phytohormones sont des facteurs endogenes clés dans la médiation de la réponse aux stress des
plantes en permettant I'élaboration d’une réponse sophistiquée et efficace (Verma et al., 2016). Les
phytohormones sont ainsi considérées comme des signaux secondaires pouvant intégrer et faire le lien
entre les événements précoces de signalisation et I'activation finale des réponses de défense (Pieterse,
2012).

Les principales hormones végétales connues pour jouer un réle majeur dans les réponses de
défense des plantes contre les agents pathogénes et les stress abiotiques sont I’acide abscissique
(ABA), I'acide salicylique (SA), I'acide jasmonique (JA) et I’éthyléne (ET) (Bari and Jones, 2009). L'acide
abscissique (ABA) est le régulateur central coordonnant la résistance aux stress abiotiques chez les
plantes (Finkelstein, 2013) tels que la sécheresse, la salinité, le froid, le stress thermique et les

blessures, y compris celles liées aux herbivores (Zhang et al., 2006). En revanche, SA, JA et ET jouent
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un role majeur dans la réponse aux stress biotiques en fonction de leur concentration et de leur
accumulation suite a l'infection par un agent pathogeéne (Bari and Jones, 2009). La réponse aux stress
biotiques médiée par les hormones dépend du mode de nutrition des bioagresseurs. Selon ce concept,
la voie du SA est généralement impliquée dans la défense contre les agents pathogenes biotrophes et
hémi-biotrophes, alors que celle impliquant JA est responsable de la défense contre les agents
pathogenes nécrotrophes et les insectes herbivores (Glazebrook, 2005). Cependant, de nouveaux
éléments suggerent une interrelation plus complexe entre les différentes classes d'hormones a
I'origine de la modulation de la résistance, sans pour autant dépendre du mode de vie des agents

pathogénes (Kazan and Lyons, 2014; Mur, 2005; Robert-Seilaniantz et al., 2011).

De nombreuses études montrent que la reconnaissance d’un bioagresseur entraine
I'accumulation d'acide salicylique (SA) et/ou d'acide jasmonique (JA) et ses dérivés au site d’infection
mais aussi de maniére systémique (Bari and Jones, 2009; Loake and Grant, 2007), qui jouent un rdle
majeur dans |'activation des réponses de défense en aval. En effet, ces phytohormones interviennent
dans la mise en place de la résistance dans I'ensemble de la plante, via la résistance systémique acquise
(SAR) pour le SA (Delaney et al., 1994; Mauch-Mani, 1998) ou la résistance systémique induite (ISR)
pour le JA (Verhagen et al., 2004).

1.2.3.1 La voie de défense dépendante du SA
1.2.3.1.1 Voie de biosynthése du SA

L'acide salicylique est un composé organique aromatique. Il est formé a partir de dérivés de la
voie du shikimate qui conduit a la production d’acides aminés aromatiques (Tyrosine, Tryptophane et
Phénylalanine) a partir de chorismate. Le chorismate produit dans cette voie de biosynthése des acides
aminés aromatiques peut étre transformé en isochorismate a I'aide de I'isochorismate synthase (ICS).
Cet isochorismate est ensuite transformé en SA grace a I'action de la pyruvate lyase. Dans le contexte
de stress biotiques, e SA est principalement formé par I'intermédiaire de cette voie. Le mutant sid2
d’A. thaliana, affecté dans I'enzyme I'isochorismate synthase ne produit que peu de SA (Wildermuth
et al., 2001), mais la présence de SA résiduel a suggéré que cette hormone pouvait étre synthétisée
par une autre voie. Ainsi, il a été montré que le SA pouvait aussi étre formé, en moins grande quantité
a partir de la phénylalanine et de I'action de la phénylalanine amonia lyase et de la Benzoic acid 2-

hydroxylase (Garcion et al., 2008) (Figure 5).
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Figure 5 : Représentation simplifiée des voies de biosynthése du SA. Les enzymes responsables des transformations sont
indiquées en bleu; des mutants d’Arabidopsis affectés dans la production de SA sont mentionnés en rouge. Le mutant sid2
est affecté dans le géne codant pour I'lCS. sid1 est muté dans un transporteur qui pourrait étre impliqué dans le transport de
précurseurs de SA ou de molécules signal. nprl présente une sensibilité accrue aux pathogénes induisant la voie de défense
dépendant du SA. ICS : Isochorismate synthase; PAL : phénylalanine amonia lyase; AS : anthranilate synthase; BA2H : Benzoic
acid 2-hydroxylase; PL : pyruvate lyase. D’aprés(Garcion et al., 2008; Wildermuth et al., 2001).

1.2.3.1.2 Implication du SA dans la mise en place des défenses
Le SA régule les mécanismes de la résistance acquise systémique (SAR) et de la résistance

locale acquise (LAR), y compris la mort des cellules de I'h6te (HR) et I'expression des génes de défense
(Park et al., 2007; Vlot et al., 2008). Il a été démontré que le SA peut provoquer un burst oxydatif,
notamment en inhibant I'action de catalase, ce qui accroit le niveau cellulaire de H,0; (Ananieva et al.,

2004) via des modifications du pool de glutathion (Han et al., 2013).

Les mécanismes sous-jacents a cette voie impliquent la protéine NPR1. Ils seront développés plus en

détail dans la partie NPR1 suivante 1.3.1.

1.2.3.2 Les voies de défenses dépendantes du JA

1.2.3.2.1 Voie de biosynthese du JA
Les jasmonates sont des oxylipines cycliques dérivées d’acides gras. Ces acides gras sont clivés

de la membrane par des lipases puis transformés en hydroxyperoxides par les lypoxygénases (LOX).
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Les hydroxyperoxides ainsi formés sont transformés en cyclopenténones (OPDA) dans le chloroplaste
par I'action séquentielle des Allene Oxyde Synthases (AOS) et Allene Oxyde Cyclases (AOC). Les OPDA
sont alors exportés vers les peroxisomes ou ils sont réduits par I’'OPDA réductase puis oxydés en acide
jasmonique (JA). Celui-ci peut étre exporté vers le cytoplasme et dérivé en méthyl-jasmonate (MelA)
(Weber, 2002) ou en isoleucine-jasmonate (lleJA) (Figure 6). La forme la plus active est I'isoleucine

Jasmonate lle-JA (Wasternack and Hause, 2013).
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Figure 6 : Voie de biosynthése des jasmonates (Wasternack and Hause, 2013). Les enzymes responsables des
transformations sont indiquées dans les rectangles. PLA : lipases ; LOX : lypoxygénases AOS : Allene Oxyde Synthases ; AOC :
Allene Oxyde Cyclases ; OPR3 : OPDA réductase ; JAR1 : JA-amino acid synthetase.

1.2.3.2.2 Implication du JA dans la mise en place des défenses
L'acide jasmonique (JA) et le méthyljasmonate (MelA) sont des composés régulant le

développement des plantes, I'adaptation a I'environnement et I'expression des génes (Bell et al.,
1995). L'implication du JA et de ses dérivés dans la réponse aux stress biotiques a été démontrée chez
les plantes (Farmer and Ryan, 1992; Wasternack and Hause, 2013). Pour cela, une forte relation entre
la signalisation ROS et la signalisation impliquant le JA est démontrée avec notamment I'importance
des ROS générées par les enzymes RbohD et RbohF pour I'expression de genes régulés par le facteur
de transcription MYC2 induit par le JA (Maruta et al., 2011). La production et I'accumulation de ROS
intracellulaires dans des plantes d'Arabidopsis conduit a I'activation de la voie JA-dépendante médiée

par le glutathion (Han et al., 2013).
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L'éthylene est un acteur principal de la mort cellulaire programmée ou Programmed Cell Death
(PCD), que ce soit pendant la sénescence (Orzaez and Granell, 1997), le stress oxydatif imposé par
I'ozone (Overmyer et al., 2000) ou les interactions avec les agents phytopathogenes (Lund et al., 1998).
Il a donc été suggéré que I'éthyléne était crucial pour la production de ROS (H,0,) pendant la PCD. Une
synthése simultanée et synergique de production d'éthyléne et de ROS a été rapportée chez des plants

de tabac infectés par 'oomycéte hémibiotrophe Phytophthora parasitica (Wi et al., 2012).
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Figure 7 : Modéle de perception de I'lle)A et régulation de I'expression des genes de défense de la voie JA. (Santino et al.,
2013) A : Lorsque le JA est en faible quantité le complexe JAZ-NINJA-TOPLES réprime I'expression des génes de la voie de
défense impliquant e JA. B : Lorsque la quantité de JA augmente, le complexe IleJA-COI1-SCF ubiquitine les protéines JAZ les
adressant ainsi au protéasome, ce qui leve l'inhibition de la transcription des génes de défenses impliquant le JA et induit
donc leur expression médiée par les facteurs de transcription bHLH.

Le JA induit I'expression de génes de défenses spécifiques de la voie du JA par des mécanismes
bien décrits. Les facteurs de transcription basic-helix-loop-helix (bHLH) interagissent avec la séquence
cible (G-box) des promoteurs des génes de défenses de la voie JA et induisent leur transcription
(Santino et al., 2013). Lorsque les niveaux de lle-JA sont faibles, les protéines Jasmonate-Zim-Domain
(JAZ) forment des homo ou hétérodimeres et se fixent sur les facteurs de transcription bHLH et
inhibent leur activité grace au répresseur général TOPLESS lié aux JAZ par I'intermédiaire des protéines
Novel Interactor of JAZ (NINJA) (Kazan and Manners, 2008). Lorsque le niveau d’lle-JA augmente, cette
forme de jasmonate se lie au récepteur COronatine Insensitivel (COI1) lui-méme lié a des protéines

Skp-Cullin-F-box (SCF) et le complexe ainsi formé permet I'ubiquitination des protéines JAZ par
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I'intermédiaire d’une ubiquitine ligase. Les protéines JAZ ubiquitinées sont adressées au protéasome
levant ainsi la répression de I'induction des génes de défenses de la voie JA (Santino et al., 2013) (Figure

7)

1.2.3.3 Interactions entre les différentes voies hormonales de défenses
Les voies de signalisation médiées par le SA et le JA sont interconnectées et agissent dans des

réseaux complexes (Caarls et al., 2015). D’autres phytohormones comme I'acide abscissique (ABA),
I'auxine (IAA), les gibbérellines (GAs), les cytokinines (CK), les brassinostéroides (BR) et des hormones
peptidiques contribuent elles aussi a la régulation des voies de signalisation des défenses et/ou a la
gestion des priorités métaboliques (Huot et al., 2014). Ainsi, I'acide abscissique (ABA) et I'éthylene (ET)
peuvent agir en synergie avec le JA, alors qu'ils ont généralement un role antagoniste des réponses
dépendantes du SA (Figure 9). L'auxine, les gibbérellines et les cytokinines peuvent également
réprimer les processus de défense pour donner la priorité a la croissance de la plante, et inversement
leur action peut étre inhibée par le SA ou le JA pour prioriser les mécanismes de défense aux dépens

de la croissance de la plante (Pieterse et al., 2012) .
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Figure 8 : Représentation schématique des composants moléculaires impliqués dans la suppression de I’'expression des
genes de défenses impliquant la voie du JA par le SA (Van der Does et al., 2013). La monomeérisation de la protéine NPR1
induite par le SA induirait la répression de I'expression des genes de défenses de la voie impliquant le JA par I'intermédiaire
de facteurs TGAs ou WRKYs. Les lignes pleines indiquent les interactions établies; Les lignes pointillées indiquent des
interactions hypothétiques.

Les différentes voies hormonales impliquant le SA ou le JA ont été décrites comme des
réponses respectives aux agents pathogénes biotrophes ou aux agents pathogénes nécrotrophes et

insectes (Pieterse 2012). Elles ont été décrites comme se réprimant |'une et 'autre (Van der Does et
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al., 2013) par I'intermédiaire de la protéine NPR1 ayant un réle central dans I'interaction de ces deux

voies (Spoel, 2003) (Figure 8). Ce concept sera plus développé dans les parties 1.3.1 et 1.3.2.

Lorsque le JA fonctionne en synergie avec I'ET, la voie de défense contre les agents pathogenes
nécrotrophes se met en place par I'intermédiaire des facteurs de transcription ORA59 et ERF1 et induit
entre autre |‘expression du gene PDF1.2 marqueur de cette voie. Lorsque le JA fonctionne en synergie
avec I'’ABA, la voie de défense contre les insectes se met en place par I'intermédiaire des facteurs de
transcription MYCs qui induisent I‘expression du gene VSP2 marqueur de cette voie (Wasternack and
Hause, 2013) (Figure 9). Ces deux voies impliquant d’'une part le JA et I'ET et d’autre part le JA et I’ABA

se répriment I'une 'autre (Wasternack and Hause, 2013).

Herbivorous Insects Necrotrophic pathogens

JALA-llg

~e

e > - Cemrvomsss™

| Detence against Insects | Defence against necrotrophic
pathogens

Figure 9 : Antagonisme entre le JA, I'ET et I’ABA déclenché en réponse a des insectes herbivores et a des agents pathogénes
nécrotrophes (Wasternack and Hause, 2013). Les attaques par des insectes herbivores induisent des voies de signalisation
dépendantes du JA et de I'ABA, alors que les infections par les agents pathogénes nécrotrophes induisent des voies de
signalisation dépendantes du JA et de I'ET. L'inhibition des facteurs de transcription MYCs et ORA59 et ERF1 par les protéines
JAZ est levée en présence de JA. La présence d’ABA ou d’ET détermine quels facteurs de transcription parmi ceux-ci vont étre
activés. Les lignes continues représentent les interactions connues; les lignes pointillées représentent les interactions
hypothétiques.

Ces trois voies de défense impliquant soit le SA, soit d’une part le JA et I'ET, soit d’autre part le
JA et I'ABA se répriment donc I'une I'autre afin d’induire une spécificité de réponse vis-a-vis de
I'agresseur percu (Santino et al., 2013) (Figure 10).
Cet antagonisme n’est pas toujours observé et il arrive que ces voies soient activées de maniére
synergique selon les conditions. Ceci pourrait étre di a la dose présente des hormones impliquées, a

une mise en place différentielle de ces différentes voies dans le temps et I'espace (Betsuyaku et al.,
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2018) ou méme a l'implication d’autres voies hormonales dans la régulation des défenses générales

(Berens et al., 2017).
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Figure 10 : Antagonisme entre les voies de défense impliquant le JA, I'ET, ’ABA et le SA. Les lignes continues représentent
les interactions connues; les lignes pointillées représentent les interactions hypothétiques. Les fleches rouges montrent
I'activation des protéines ou de la transcription de genes les lignes vertes montrent I'inactivation des protéines ou de la
transcription de genes.

1.2.3.4 Les voies de défenses induites et persistantes, la SAR et I'ISR
Les défenses induites par la perception de MAMPs ou d’effecteurs peuvent persister dans

I’ensemble de la plante et dans le temps pendant plusieurs semaines. Ainsi la plante peut se protéger
de maniére systémique face a de nouvelles agressions par des agents pathogénes. |l existe ainsi, deux
voies de défense systémiques, la résistance systémique acquise ou Systemic Acquired Resistance (SAR)
et la résistance systémique induite ou Induce Systemic Resistance (ISR) (Vallad et Goodman, 2004). La
SAR est principalement mise en place suite a une attaque par un agent pathogéne ou la stimulation
par un éliciteur et fait intervenir le SA. L'ISR est généralement induite par des rhizobactéries non
pathogénes les Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) et fait intervenir le JA et I'ET (Pieterse
et van Loon, 1999 ; Jourdan et al, 2008). La protéine NPR1 est décrite comme ayant un réle central
dans l'interaction de ces deux voies (Chan, 2013) (Figure 11).
Ces différentes voies de défenses systémiques et persistantes peuvent étre utilisées dans un

contexte agronomique afin d’induire une protection des cultures (Heil, 2001; Heil and Bostock, 2002;

Herman et al., 2007; Liu et al., 2016; Sivasakthi et al., 2014).
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Figure 11 : Voies de transduction du signal pour la résistance systémique acquise (SAR) et la résistance systémique induite
(ISR) (Chan, 2013).

1.3 NPR1 une protéine clé dans la signalisation des défenses
Le géne NPR1 (NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES1) est un géne clé,

impliqué dans la régulation des défenses systémiques de nombreuses plantes. Ce gene a été
initialement identifié chez A. thaliana (AtNPR1, At1g64280) grace a un crible génétique destiné a
identifier des mutants incapables d’activer I'expression d’un gene répondant au SA suite a une
infection par la bactérie pathogene P. syringae pv. maculicola. Un mutant EMS a ainsi été isolé dans
lequel I'expression des genes marqueurs de la voie du SA PR1, PR2 et PR5 est abolie suite a une
application de SA ou l'acide 2,6-dichloroisonicotinic (INA) (Cao et al., 1994). Ce mutant fut nommé
« NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES 1 » (nprl1). Le géne NPR1 a également été
appelé NIM1 (NON-INDUCIBLE IMMUNITY 1) ou SA/1 (SALICYLIC INSENSITIVE 1) (Shah et al., 1997).
NPR1 code pour une protéine possédant un domaine BTB-POZ (Bric a brac, Tramtrack, Broad complex
- POx virus and Zinc finger ; Pfam : PFO0651) en sa partie N terminale, un domaine d’ankyrines (Pfam:
PF00023) répétées en sa partie centrale (domaine de liaison protéines-protéines constitué de
répétitions d’hélices a séparées par des boucles) (Cao et al., 1997), un domaine de transactivation et

un signal de localisation nucléaire (NLS) dans sa partie C-terminale (Figure 12).

Nter:1 65 192 271 368 521529 535 552 593 Cter
BTB-POZ ANK TAD NLS

Figure 12 : Représentation schématique de la protéine NPR1 d’A. thaliana avec la position de ses différents domaines. Le
Bric a brac, Tramtrack, Broad complex - POx virus and Zinc finger (BTB-POZ) est représenté en rouge, le domaine de
répétitions d’ankyrines (ANK) en jaune, le domaine transactivateur (TAD) en violet et le systéme d’adressage au noyau en
bleu (NLS).
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Le role de la protéine NPR1 dans I'activation des mécanismes de défenses dépendants du SA
est bien décrit dans la littérature (Dong, 2004; Kuai et al., 2015). Par contre il s’avere que cette
protéine est aussi impliquée dans la régulation des défenses dépendantes du couple hormonal JA/ET
d’une maniére qui n’est pas encore clairement définie (Ramirez et al., 2010; Spoel, 2003). Chez
Arabidopsis, le géne NPR1 fait partie d’'une famille multigénique comportant les genes codants pour
les protéines NPR2, NPR3 et NPR4, toutes trois également impliquées dans la régulation des défenses
systémiques. La protéine NPR1 est conservée avec une forte homologie de séquence chez de
nombreuses especes du régne végétal et son role dans les défenses dépendantes du SA a été démontré
dans plusieurs modéles (Tableau 2). De maniére intéressante, la famille multigénique REL/NF-kB/I-kB
de protéines impliquées dans lI'immunité innée chez les mammiferes possede un mode de

fonctionnement qui présente des similitudes avec celui des NPR chez les plantes.

1.3.1 Implication de NPR1 dans la voie de défense dépendante du SA chez A. thaliana
La mise en place des mécanismes de défenses impliquant la voie du SA nécessite I'intervention

de la protéine NPR1 chez I'espece modele A. thaliana. En effet, lorsque le gene NPR1 est muté, les
plantes ne sont plus capables de mettre en place leurs défenses impliquant le SA telles que I'expression
de PR1 (Cao et al., 1997; Shah et al., 1997). De plus, la surexpression de NPR1 chez A. thaliana conduit
a une forte induction des genes PR et une protection augmentée face a différents agents pathogenes

tels que P. syringae et Hyaloperonospora parasitica (Cao et al., 1998; Kinkema et al., 2000).

Figure 13 : Modélisation in-silico de la topologie de I'oligomére du domaine BTB-POZ de NPR1. A : Représentation du dimére
du domaine BTB-POZ de NPR1, les cystéines importantes dans I'oligomérisation et dans la stabilisation de NPR1 sont
indiquées. Le dimere est stabilisé par des ponts disulfures entre les cystéines 82. B : Prédiction de la topologie de I'oligomere.
Les homodimeéres s’agrégent entre eux grace a des ponts disulfures entre leurs cystéines C150, C155, C156 et C160 (CCCC).
Chaque homodimére se positionnerait ainsi a la perpendiculaire du précédent (Tada et al., 2008a).
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Lorsque les plantes d’A. thaliana ne sont ni soumises a un stress biotique, ni confrontées a un
éliciteur, la protéine NPR1 est localisée dans le cytosol agglomérée sous une forme oligomérique.
Plusieurs protéines NPR1 s’agrégent en oligomere par la formation de ponts disulfure entre les
cystéines conservées Cys82 (Mou et al., 2003a) en absence de stress. |l a été montré que la S-
nitrosylation de la cysteine-156 favorise I'oligomérisation (Tada et al., 2008a). L'application d’'un
éliciteur ou la perception d’un agent pathogene par la plante provoque une augmentation de la
guantité de SA intracellulaire qui induit des changements de I'état redox cellulaire (Herrera-Vajsquez
et al., 2015). Le degré de polymérisation de la protéine NPR1 est modifié en fonction de I'état redox
cellulaire. En situation réductrice, NPR1 passe sous sa forme monomérique grace a l'action de
thioredoxines (Li and Loake, 2016; Tada et al., 2008a) qui permettent la réduction des ponts disulfure
au niveau des Cys82 et 216 (Mou et al., 2003a) (Figure 13). La protéine NPR1 s’avere étre aussi un
récepteur direct du SA (Manohar et al., 2015; Wu et al., 2012). L’acide salicylique se fixe a un ion cuivre
lié aux cystéines Cys521 et Cys529. La fixation du SA sur NPR1 permet de lever 'interaction entre le

domaine BTB/POZ N terminal et le domaine trans-activateur C-terminal (Wu et al., 2012) Figure 14.
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Figure 14 : Modéle présentant les différentes hypothéses d’interaction entre le domaine transactivateur de NPR1, I'ion
métallique et le SA (Wu et al., 2012). Dans le premier modele (gauche), en présence de SA, le domaine transactivateur
s’éloigne du domaine BTB/POZ car ces deux domaines se repoussent mutuellement. Dans le deuxiéme modéle (droite), la
présence de SA induit un changement de conformation du domaine transactivateur.

Au moins deux processus cellulaires différents sont donc impliqués dans I'activation de NPR1
dans la voie de défense dépendant du SA. Le premier repose sur un changement de I'état redox
cellulaire et I'autre repose sur I'action directe de SA sur la protéine. Selon Wu et al (2012), Les deux
processus seraient nécessaires pour |'adressage de monomeéres de NPR1 au noyau. Ces différents

mécanismes impliquent tout deux des Cystéines de NPR1 différentes (Tableau 1).
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Tableau 1 : Implication des cystéines de NPR1 dans les différents mécanismes

Position Méthode
Cystéine Mécanisme dans lequel elle est impliquée utilisée Publication
82 Expérimentale | (Mou et al., 20033;
dimérisation / monomeérisation Tada et al., 2008a)
150 Modélisation |(Mou et al., 20033;
oligomérisation / monomérisation informatique |Tada et al., 2008a)
155 Modélisation
oligomérisation / monomérisation informatique |(Tada et al., 2008)
160 Modélisation
oligomérisation / monomérisation informatique |(Tada et al., 2008)
216 dimérisation / monomérisation Expérimentale | (Mou et al., 2003a)
156 oligomérisation / monomérisation Expérimentale | (Tada et al., 2008)
Expérimentale | (Rochon et al.,
521 activation du domaine transactivateur / 2006; Wu et al.,
par liaison au SA par l'intermédiaire de I'ion métallique 2012)
Expérimentale | (Rochon et al.,
529 activation du domaine transactivateur / 2006; Wu et al.,
par liaison au SA par l'intermédiaire de I'ion métallique 2012)

Lorsqu’elle est sous forme monomérique active, la protéine NPR1 migre vers le noyau par
I'intermédiaire du complexe MOS7/Nup88 (Cheng et al., 2009) pour interagir avec des facteurs de
transcription bZip (basic domain-leucine zipper) de la famille TGA afin d’activer I’expression de génes
de défense tels que celui codant la protéine PR1 (Chern et al., 2001; Delaney, 2000; Després et al.,
2000; Kinkema et al., 2000; Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2000). Ces facteurs TGA peuvent étre soit
des répresseurs, soit des activateurs transcriptionnels. Leur interaction avec NPR1 a lieu au sein d’un
complexe impliquant aussi les protéines NIMIN (NIM1 interacting) (Weigel et al., 2001). Ces protéines
NIMIN agissent de maniere séquentielle au cours de la mise en place des défenses dépendantes du SA
afin de réguler I'activité de NPR1 au cours du temps (Hermann et al., 2013). L’interaction de NPR1 avec
des facteurs TGA ayant un effet répresseur conduit a une levée de répression. L’interaction de NPR1
avec des facteurs TGA ayant un effet activateur conduit a une activation (Kesarwani et al., 2007). Par
exemple, les facteurs TGA1 et TGA4 sont capables d’activer la transcription des génes PR (Eckardt,
2003). Plus précisément, TGA1 est présent sous forme oligomérique en conditions oxydantes et en
absence de stress. Les différentes protéines TGA1 formant I'oligomére sont liées par des ponts
disulfure intramoléculaires entre leurs Cys260 et Cys266 (Lindermayr et al., 2010). Lorsque la voie du
SA est activée, ces ponts disulfure sont réduits et la forme monomérique active de NPR1 peut alors se

fixer aux facteurs TGA1 et induire la transcription des genes PR (Li and Loake, 2016) (Figure 15).
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Figure 15 : Régulation Redox de NPR1 et TGA1 au cours de la mise en place des défenses (Li and Loake, 2016) : En absence
de stress biotique, NPR1 est présent dans le cytoplasme sous forme oligomérique et TGA1 posséde des ponts disulfures
intramoléculaires. TGAL1 est alors incapable de se lier a 'ADN et NPR1 de rentrer dans le noyau pour activer la transcription
de génes de défense. En présence d’un stress biotique, le statut redox de la cellule change et permet la réduction des ponts
disulfure présents chez NPR1 et TGA1. NPR1, sous sa forme monomérique, est alors adressée au noyau. Le facteur TGA1 dont
les ponts disulfures intramoléculaires ont été réduits, est capable de se lier a I’ADN. Le complexe NPR1-TGA1 est alors formé
et permet la transcription des génes de défenses dépendants du SA.

Les facteurs de transcription TGA2 et TGA5 (Kim and Delaney, 2002) sont des régulateurs
négatifs des génes PR. Le facteur TGA2 est lié a I’ADN sous une forme oligomérique, bloquant ainsi la
transcription de génes de défense dépendants du SA. En présence de SA, le domaine BTB/POZ de NPR1
interagit avec le domaine de répression de TGA2, permettant ainsi d’empécher son oligomérisation et
de lever la répression transcriptionnelle. Le complexe TGA2-NPR1 ainsi formé est stabilisé grace au

domaine ankyrine de NPR1 (Boyle et al., 2009; Johnson, 2003; Rochon et al., 2006) (Figure 16).
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Figure 16 : Régulation de TGA2 par NPR1 (Boyle et al., 2009). A gauche, chez les plantes non traitées TGA2 est sous forme
oligomérique lié a la séquence d’ADN TGACG présente dans le promoteur du gene cible et réprime la transcription de ce
geéne. A droite, aprés augmentation du niveau de SA, le domaine BTB/POZ de NPR1 va permettre de désassembler I'oligomeére
de TGA2 et va s’assembler avec des dimeéres de TGA2. Ce domaine BTB/POZ dimérise et interagit avec le domaine répresseur
N-terminal de TGA2 afin de le masquer. Les domaines ankyrines de NPR1 vont permettre de stabiliser le complexe NPR1-
TGA2. Ces complexes vont ensuite induire I'expression du geéne cible.
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Afin de contréler 'homéostasie de la protéine NPR1 cellulaire, le facteur de transcription
WRKY18 est capable de se lier aux séquences TTGAC des trois boites W présentes au niveau du
promoteur du gene NPR1 et d’induire sa transcription lorsque la voie du SA est activée (Chen, 2002)
(Pajerowska-Mukhtar et al., 2013; Yu et al., 2001) (Figure 17). Par ailleurs, la concentration en NPR1
est contrblée par le protéasome 26S via des protéines réceptrices du SA, les protéines NPR3 et NPR4
(Fu et al., 2012). Les protéines NPR1 ayant été impliquées dans la transcription dans le noyau sont

dégradées et le niveau de NPR1 cellulaire est maintenu grace a la transcription du gene NPR1 induite

par WRKY18.
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Figure 17 : Modéle de la régulation de PR1 par NPR1 et TGA2 (Rochon et al., 2006). A: Dans le fond mutant nprl, la
répression du géne PR1 induite par TGA2 n’est pas levée, dii a I'absence de NPR1. B: Dans le fond mutant tga2/5/6 la
répression de |'expression de PR1 par TGA2 n’a pas lieu. C: Dans un fond sauvage en absence de SA, NPR1 et TGA2 sont
recrutés sur le promoteur de PRI mais sont incapables d’induire son expression de par la conformation inactive de NPR1. D :
Dans un fond sauvage, en présence de SA, NPR1 est sous une forme active capable de se lier a TGA2 et ainsi former le
complexe induisant la transcription de PR1.

1.3.2 Implication dans la voie de défense JA/ET dépendante
Outre son role dans les défenses dépendantes du SA, la protéine NPR1 est également

impliquée dans les défenses dépendantes des hormones acide jasmonique et éthyléne (JA/ET). Chez
A. thaliana, un mutant nprl est incapable d’activer les défenses dépendantes de JA/ET suite a un
traitement par des bactéries inductrices de I'ISR, les PGPR (Nie et al., 2017; Pieterse et al., 1998;
Pieterse and van Loon, 1999). Suite a un traitement d’A. thaliana par des bactéries de type PGPR
Pseudomonas putida LSW17S, la résistance face a P. syringae DC3000 est induite d’'une maniere

dépendante des hormones JA/ET et de la protéine NPR1. En effet cette résistance induite est abolie
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lorsque les mutants etrl (insensible a I'éthyléne), jarl (moins sensible au MelA) ou nprl sont utilisés,
démontrant ainsi I'implication de NPR1 dans les défenses dépendantes du couple JA/ET (Ahn et al.,,
2007).

Contrairement a l'activation des défenses induites par le SA qui nécessite une localisation
nucléaire de NPR1, la régulation des défenses dépendantes de JA/ET est effective en présence de la
forme cytosolique de NPR1 (Spoel et al., 2003). En effet, dans un fond mutant ocp3, qui n'est pas
capable de détecter le jasmonate et donc d'activer ses défenses dépendantes du JA/ET, la
surexpression d’une forme de NPR1 incapable de migrer vers le noyau (NPR1-HBD) restaure la capacité
de la plante a activer cette voie de défense (Ramirez et al., 2010). Cette forme NPR1-HBD surexprimée
est une fusion de la protéine NPR1 avec un domaine de fixation aux glucocorticoides issu du récepteur
de glucocorticoides du rat. La localisation nucléocytoplasmique de cette protéine fusionnée peut étre
contrblée par I’lhormone stéroide dexamethasone (DEX) capable de se fixer sur le domaine HBD. En
absence de DEX la protéine NPR1-HBD est retenue dans le cytosol par I'association avec la protéine
HSP90 (Heat Shock Protein). En présence de DEX, le complexe se dissocie et NPR1-HBD migre vers le
noyau (Spoel, 2003). La maniére exacte dont la protéine NPR1 agit dans ces voies de défense JA/ET
n'est toujours pas clairement décrite, mais il apparait que sa forme cytosolique serait impliquée dans
I’activation de la voie dépendante du JA/ET.

Par ailleurs, il a été décrit que la forme cytosolique de NPR1 est impliquée dans la boucle de
régulation du JA par l'intermédiaire du facteur de transcription WRKY62. En effet, le géne WRKY62 est
transcrit apres traitement au MelJA d’une maniere dépendante de la forme cytosolique de NPR1.
WRKY-62 s’avére étre un régulateur négatif de la voie du JA/ET car I'expression des génes LOX2 et
PDF1.2, tous deux génes marqueurs des voies JA/ET, est élevée dans un fond mutant wrky62 et par
opposition, ils sont réprimés dans un fond surexpresseur (Mao et al., 2007). Le facteur de transcription
WRKY 62 est également impliqué dans la régulation de |a voie JA/ET par la voie du SA car son expression
est induite par I'acide salicylique. L'implication de NPR1 dans la régulation de la biosynthése du JA, a
aussi été constatée chez le tabac. En effet, chez un mutant npr1 de tabac, la production d’enzyme de
biosynthese du JA aprés blessure est affectée (Kallenbach et al., 2010). La forme cytosolique de NPR1
permettrait la répression de la voie JA/ET en interagissant de maniére directe ou indirecte avec des
facteurs TGA ou WRKY afin de réprimer des facteurs de transcription impliqués dans la réponse

dépendante du JA/ET (Pieterse et al., 2012).

1.3.3 Un géne au sein d’une famille multigénique : réle des autres NPR
NPRI1 fait partie d’'une famille multigénique (Figure 18) comportant six génes chez A. thaliana.

NPR1, NPR2, NPR3 et NPR4 sont impliqués dans les défenses systémiques alors que NPR5 et NPR6,

connus sous le nom de BOP1 et BOP2, sont plutot impliqués dans des processus développementaux,
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bien qu’ils semblent aussi étre impliqués dans la réponse au MelJA (Canet et al., 2012) (Figure 20). Les
six protéines NPR possédent un domaine BTB/POZ, des domaines ankyrines répétés, ainsi qu’un certain
nombre de cystéines conservées (Pajerowska-Mukhtar et al., 2013) (Figure 19). Ces protéines
possedent donc les motifs suffisants permettant de s’agglomérer en homo, hétérodimeres ou

oligomeéres.

aa%

{NPRHANQMQBO)
NPR2(At4g26120) 61.3
:NPR3(A15945110) 34.5
. NPR4(At4g19660) 36.0
—NPR5(At2g41370) 19.9
L_NPR6(At3g57130) 21.4

Figure 18 : Arbre phylogénique des 6 protéines NPR d’A. thaliana (Liu et al., 2004) : Le pourcentage d’identité avec NPR1 est
présenté sur la droite.

Le role du gene NPR2 dans les défenses, n’est pas clair a I’heure actuelle (Chern et al., 2008),
bien qu’il soit légérement induit lorsque la plante est soumise a un stress biotique (Canet et al., 2010)

ou traitée a I’ABA (Williams et al., 1994).

Les protéines NPR5 et NPR6 ont essentiellement un réle dans le développement de la fleur,
mais ces protéines semblent aussi étre impliquées dans la réponse au jasmonate. En effet, un mutant
npr5-npr6 est incapable de répondre au MelA. A linverse, la surexpression de NPR5 ou NPR6

augmente le niveau de protection induit par le MelA (Canet et al., 2012).

seri [ CHITT H H_ B
v I HIT H H B
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NPR6/

sort L —1 [ |
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Figure 19 : Représentation graphique de la structure des 6 membres de la famille NPR d’A. thaliana (Shi et al., 2013). Les
exons sont représentés par des rectangles et les introns par des lignes, les régions avec des domaines fonctionnels
homologues sont colorés (en noir le domaine BTB/POZ, en gris le domaine de répétition ankyrines, en pointillé le domaine
NLS.
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Un focus sera fait ici sur les protéines NPR3 et NPR4, impliquées spécifiqguement dans les

défenses systémiques dépendantes du SA.

Figure 20 : Interactions de NPR1 avec les membres de sa famille protéique en fonction des hormones et des voies dans
lesquelles elles sont impliquées. Les trois voies hormonales présentées sont impliquées dans la réponse aux stress biotiques
et les voies impliquant le couple JA/ET ou I’ABA peuvent aussi étre impliquées dans la réponse aux stress abiotiques. En
présence de SA, NPR1 pourra interagir avec NPR3 ou NPR4. En présence d’acide jasmonique et d’éthylene, il interagira avec
NPR5 ou NPR6. En présence d’ABA NPR1 interagira avec NPR2. Ainsi NPR1 n’aura pas le méme partenaire selon la voie de
défense mise en jeu.

Le r6le de NPR3 et NPR4 dans la voie de défense dépendant du SA a été récemment décrit. Ces
deux protéines sont des régulateurs négatifs de cette voie, les domaines ankyrines sont d’ailleurs
typiques de l'interaction avec des Cullin Ubquitine Ligase (CUL) impliquées dans I'adressage de
protéines cibles au protéasome apres leur ubiquitination. Les génes NPR3 et NPR4 ont d’abord été
décrits comme étant des régulateurs négatifs de I'immunité (Zhang et al., 2006). Chez les mutants npr3
et npr3-npr4, I'expression du géne PRI est induite comparée a son niveau dans la plante sauvage
(Zzhang et al., 2006). L'induction du géne PRI apreés traitement avec du SA est plus élevée chez ces
mutants que chez les plantes sauvages. En outre, le niveau de protéine NPR1 augmente chez les
mutants npr3 et npr4 alors que le niveau d’expression du géne NPR1 ne varie pas. Ceci suggére que les
protéines NPR3 et NPR4 seraient impliquées dans la dégradation de la protéine NPR1. Cette hypothese
a été confirmée en montrant que I'addition des protéines NPR3 et NPR4 recombinantes sur un extrait
protéique du double mutant npr3 npr4 ramenait le niveau de NPR1 a celui observé chez les plantes
sauvages (Fu et al., 2012). De plus, des expériences de co-immuno-précipitation ont montré que NPR3
et NPR4 se lie a CUL3, protéine impliquée dans I'ubiquitination, indiquant un réle de NPR3 et NPR4

dans I'adressage au protéasome (Furniss and Spoel, 2015).
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NPR3 et NPR4 sont tous deux des récepteurs du SA avec différentes affinités : le SA a été
montré comme facilitant I'interaction entre les protéines NPR1 et NPR3 mais a l'inverse permettant la
rupture de celle entre les protéines NPR1 et NPR4. Lors de I'infection par un agent pathogéne, la forte
augmentation du niveau de SA au niveau du site d’infection permet la dégradation de NPR1 par
I'intermédiaire de NPR3-CUL3. Cela permettrait de favoriser la mort cellulaire programmée via
I'accumulation de NPR1 qui a été décrit comme étant capable de supprimer la mort cellulaire lors de
I'ETI (Boatwright et al., 2013). Au niveau des cellules adjacentes, le niveau de SA est moins élevé et
n’est pas suffisant pour induire I'ubiquitination de NPR1 par NPR3-CUL3 mais est suffisant pour induire
la séparation du complexe NPR1/NPR4 (Boatwright et al., 2013). Le niveau de NPR1 nucléaire
augmente alors dans ces cellules adjacentes, réprime la mort cellulaire permettant ainsi de préserver
les tissus autour de la HR, et induit alors les défenses systémiques dépendantes du SA (Fu and Dong,

2013) (Figure 20).

Lorsque la plante n’est pas soumise a un stress biotique, le niveau de SA n’est pas suffisant
pour induire la transcription des génes de défenses. La protéine NPR3 se lie alors a la protéine NPR1
nucléaire afin de I'adresser au protéasome et ainsi éviter 'activation des défenses due a la présence
de NPR1 nucléaire résiduelle. Lorsque la voie de défense dépendante du SA est activée, un niveau
intermédiaire de SA permet la disruption du complexe NPR1-NPR3 et donc I'induction des génes de
défenses dépendants du SA mais aussi la formation du complexe NPR1-NPR4 qui permet de réguler le
niveau de NPR1 nucléaire afin de maintenir la concentration de NPR1 cellulaire (Kuai et al., 2015). Les
protéines NPR3 et NPR4 permettent donc de réguler finement le niveau de NPR1 nucléaire en présence
ou en absence de SA(Pajerowska-Mukhtar et al., 2013) via l'ubiquitination de NPR1 par CUL3
(Figure 21).

Il a aussi été montré que NPR3 et NPR4 ont un rble dans I'induction de I'ETI par I'intermédiaire
du jasmonate. Dans ce cas de mise en place rapide des défenses, il a été montré que NPR3 et NPR4 se
lient aux protéines JAZ, répresseurs transcriptionnels de la voie jasmonate et les dirigent vers le

protéasome, levant ainsi cette répression (Liu et al., 2016; Withers and Dong, 2017).
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Figure 21 : Implication de NPR3 et NPR4 dans la régulation de NPR1 en fonction de la concentration de SA. Lorsque le
niveau de SA est faible, NPR1 est majoritairement sous sa forme oligomérique cytosolique et la protéine NPR4 se lie a la
protéine NPR1 nucléaire afin de I'adresser au protéasome et ainsi éviter |'activation des défenses due a la présence de
NPR1 nucléaire résiduelle. Lorsque le niveau de SA est intermédiaire, NPR1 se retrouve essentiellement sous sa forme
monomeérique nucléaire et ne se lie ni a NPR3 ni a NPR4 et peut donc induire les génes de défenses. En présence d’un fort
niveau de SA, NPR1 est sous sa forme monomérique nucléaire et se lie aux protéines NPR3 et CUL3 ubiquitiné complexe
adressé au protéasome. La répression de I'ETI par NPR1 est ainsi levée. D’apres (Boatwright et al., 2013).

1.3.4 Une protéine conservée au sein du régne végétal
La protéine NPR1 est retrouvée chez la plupart des plantes avec une forte homologie et

jouerait un réle similaire dans les défenses dépendantes du SA. Ainsi, un grand nombre de publications,
montrant que I'homologue de la protéine NPR1 est impliqué dans l'activation des défenses
dépendantes du SA chez différentes plantes sont disponibles. Ceci est montré par |'utilisation de
mutations, de surexpression ou d’expression hétérologue qui ont permis de mettre en évidence un
réle similaire des homologues de NPR1 chez les plantes a celui décrit chez A. thaliana. Une liste non
exhaustive des expériences effectuées sur la protéine NPR1 chez diverses plantes est présentée dans

le tableau 2.
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Tableau 2 : Bilan non exhaustif des études effectuées sur ’homologue de la protéine NPR1 chez d’autres espéces végétales

Pourcentage
Approche d'identité Informations
Organisme expérimentale Résultats /AtNPR1 supplémentaires Publication
Analyse in-silico, ACt_IVIte GUS apres Possede un motif
L . traitement avec du SA, . .
Coffea phylogénie, infection as de changement dans leucine zipper en (Barsalobres-
arabica, et g-RT-PCR, IF‘)ex ressioni rés plus du BTB/POZ, Cavallari et
Caféier pCaNPR1::GUS . P . P . des répétitions al., 2013)
o infection par Hemileia .
traitées au SA . ankyrines et du NLS
vastatrix
Solanum . , .
L Induction de I'expression
torvum, Analyse in-silico, aprés traitement SA
Aubergine phylogénie, g-RT-PCR, P . ! Possede un
. o augmentation de la .
sauvage; mutation transitoire, L N o BTB/POZ, des (Deng-wei et
. résistance a Verticillium s
Solanum surexpression de . , . répétitions al., 2014)
dahliae et de I'expression .
tuberosum, StNPR1 chez la ankyrines et un NLS
de PR1 chez la pomme de
Pomme de pomme de terre
terre surexpresseur
terre
Possede un
Ipomea R . \ :
Analyse in-silico, Induction de I'expression BTB/POZ, des (Chen et al.,
batatas, . N . 52% o gaers
phylogénie, g-RT-PCR, | apres traitement SA répétitions 2009)
Patate douce .
ankyrines et un NLS
Beta vulgaris Possede un
g . | Analyse in silico, BTB/POZ, des (Kuykendall
Betterave a . 52.40% s
phylogénie répétitions et al., 2007)
sucre .
ankyrines et un NLS
Augmentation de la
résistance a Candidatus
Citrus sinensis, | Surexpression de Liberibacter asiaticus et (Dutt et al.,
Oranger AtNPR1 de I'expression de PR1 2015)
chez I'orange
surexpresseur
L —
Analyse in silico, I‘ae;u:ee:sri)c:f\scsifz;;s;zt Posséde un
Citrus limon, surexpression de P . BTB/POZ, des (Chen et al.,
. . . augmente la protection 73% s
Citronnier CtNH1 dans le citron, o répétitions 2013b)
. vis a vis de Xanthomonas .
q-RT-PCR, protection, i . ankyrines et un NLS
axonopodis pv. citri
. Induction de I'expression N
Brassica Analyse in silico, q-RT- | aprés traitement SA Possede un
juncea, ¥se! »q P ) ] BTB/POZ, des (Meur et al.,
PCR, fusion translocation de BjNPR1- 80% .
Moutarde L R répétitions 2006)
transcriptionelle GFP dans le noyau apres .
brune . ankyrines et un NLS
traitement SA
. Induction de I'expression
Helianthus R .
apres traitement SA ou (Radwan et
annuus, g-RT-PCR . .
Tournesol infection avec al., 2005)
Plasmopara halstedii
L Induction de I'expression
Analyse in silico, R .
. apres traitement SA,

Gossypium southern blot, MelJA ou Et ou infection (Zhang et al
hirsutum L, northern blot, q-RT- ) 53% Un seul géne NPR1 & v
. L. avec Fusarium axysporum 2008)

Cotonnier PCR, résistance aux
N ou Xanthomonas
agents pathogenes .
campestris
Deux NPR1
" . identifiés PtNPR1.1
. Amélioration de la .

Gossypium . - T et PtNPR1.2, qui .
hirsutum L Surexpression de résistance a Verticillium possedent un (Parkhi et al.,
Cotonier AtNPR1 chez le coton | dahliae chez les BTB/POZ, des 2010)

surexpresseur

répétitions
ankyrines et un NLS
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L’expression hétérologue,
permet de restaurer la
protection vis-a-vis de P.

Gladiolus Analyse in-silico, .
hybridus complémentation syringae chez le mutant (zhong et al.,
Glaieul ! fonctionnelle nprl.1 chez A. thaliana, la 2015)
mutation de GhNPR1
augmente la susceptibilité
a Curvularia gladioli
Induction de I'expression
Popul de PtNPR1.1 et PtNPR1.2
opu.us Analyse in-silico, € N ) € (Shao et al.,
deltoids, hvlogénie. a-RT-PCR apres traitement SA et 2013)
Peuplier phylog -9 uniqguement de PtNPR1.2

apres traitement MeJA

Vitis vinifera,
Vigne

Analyse in-silico,
phylogénie, g-RT-PCR,
surexpression de
VvNpR1 dans la vigne

La surexpression de
VVNPR1.1 induit
|'expression de VvPR1

55%

40%

Deux NPR1
identifiés VVNPR1.1
et VVWNPR1.2, qui
possedent un
BTB/POZ, des
répétitions
ankyrines et un NLS

(Le Henanff
et al., 2009)

Vitis vinifera,

Surexpression de
VVNPR1 chez la vigne,
complémentation
fonctionnelle de
AtNPR1 par VVNPR1,

L’expression hétérologue
permet de restaurer
I'induction de PR1 chez le
mutant npr1.1 d’A.
thaliana, la surexpression
de VWNPR1 dans la vigne

(Le Henanff

Vigne Fusion permet d'augmenter la etal., 2011)
. S Erisyoh
traductionnelle de ;isclztt?):cgaprccltsé,iﬁee
VWNPRIetdela GFP |\ rpR1::GFP est
chez la vigne ; R
adressée au noyau apreés
traitement SA
Un seul acide aminé
L’expression hétérologue différent entre
Vitis aestivalis | Complémentation permet de restaurer VaNPR1 et VVNPR1,
. . . . . (Zhang et al.,
et Vitis fonctionnelle de I'induction de PR1 chez le possedent un 2013)
vinifera, Vigne | AtNPR1 par VaNPR1 mutant npri.1 d’A. BTB/POZ, des
thaliana répétitions
ankyrines et un NLS
La surexpression de
MpNPR1.1 induit
Analyse in-silico, |'expression des MpF.’R et
Malus x .. augmente la protection
. phylogénie, N . (Malnoy et
domestica, . vis-a-vis de Erwinia
Pommier surexpression de amylovora, Venturia al., 2007)
MpNPR1.1 amylovora,
inaequalis et
Gymnosporangium
juniperi-virginianae
La surexpression de
Malus . MhNPR1 dans le tabac
. Surexpression de o .
hupehensis, induit I'expression des
. MhNPR1 dans le
pommier du . NtPR et augmente la
hou-pei tabac, fusion résistance a Botrytis (zhang etal.,
Nicots'ar;a traductionnelle de cinerea, la protéi)rlle 2010)
tabacum, MhNPR1 avec la GFP |\ \pR..GFP est
dans le pommier , R
Tabac adressée au noyau apres
traitement SA
Malus La surexpression induit Posséde un
hupehensis, Surexpression de |'expression de MdPR et
. . BTB/POZ, des (Chen et al.,
Pommier du MhNPR1 dans le augmente la protection s
. . " o répétitions 2012)
hou-pei ; pommier Fuji vis a vis de Podosphaera .
. ankyrines et un NLS
Malus x leucotricha
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domestica,

Pommier Fuiji
Quatre homologues
L'expression hétérologue de NPR1 sont
des puatre énes C NgPR identifiés, CONPRI,
. . quatre genes £p CPNPR2, CoNPR3 et | (Peraza-
Carica papaya | Analyse in-silico, suggere un role 54% 53.7%, . .
- S Cp NPR4 qui Echeverria et
L, Papayer phylogénie, g-RT-PCR | équivalent de CpNPR1 41.5% 41.2% N
. . possédent un al., 2012)
CPNPR2 et CpNPR3 a celui BTB/POZ, des
de NPR1 chez A. thaliana PN
répétitions
ankyrines et un NLS
La surexpression de
- TcNPR1 dans A. thaliana
Analyse in silico, . .
Expression Atnprl mutant induit
,p, I'expression des AtPR et Possede un
Theobroma hétérologue de L. R .
augmente la résistance a BTB/POZ, des (Shi et al.,
cacao, TcNPR1dans un . 55% s
, Pseudomonas syringae, la répétitions 2010)
Cacaoyer mutant nprl d’A. . .
. protéine TcNPR1::GFP est ankyrines et un NLS
thaliana, g-RT-PCR, , N
rotection adressée au noyau apres
P ! traitement SA chez A.
thaliana
Deux orthologues de
Les expressions NPR1 identifiés
Analyse in-silico, hétéroﬁogues permettent GmNPR1.1 et
lycyi hylogéni NPR1.2 i h
G chme max, | Py oge.me, de restaurer l'induction 40% Gm R aul (Sandhu et
Soja expression possedent un al., 2009)
hétérologue de PRI chez le mutant BTB/POZ, des
g nprl.1 chez A. thaliana. T
répétitions
ankyrines et un NLS
Possede un
Arachi: | i I i
rachis Analyse in-silico, nduction de\ expressmn BTB/POZ, des (Wu etal.,
hypogaea, .. de NPR1 apreés traitement s
. phylogénie, g-RT-PCR répétitions 2014)
Arachide SA .
ankyrines et un NLS
Posséde un
Saccharum L Induction de I'expression
. Analyse in-silico, N . BTB/POZ, de
spp. Hybrids, ys , '. st de NPR1 apres traitement , / . > (CHEN et al.)
N phylogénie, g-RT-PCR, répétitions
Canne a sucre SA .
ankyrines et un NLS
oot | Analvseinsiico, | HALLT R ot Posséde un
P phylogénie, g-RT-PCR, L p' BTB/POZ, des (Chen et al.,
subsp. > SA, diminution de 50% g
mutation } . répétitions 2013a)
Formosana, transitoire ???? 'expression de PR1 ankyrines et un NLS
Orchydée o lorsque NPR1 est muté ¥
Deux NPR1
identifiés MNPR1A
Musa L Induction de I'expression et MNPR1B, qui
] Analyse in silico, q-RT- N . N Endah et al.,
sapientum, PCR yse in stico, q de NPR1 apres traitement | 47%A 48%B | possedent un (2008)
Bananier SA pour MINPR1B, BTB/POZ, des
répétitions
ankyrines et un NLS
Musa spp. induction de I'expression Possede un
ABB Dongguan | Analyse in-silico, N P . BTB/POZ, des (zhao et al.,
. L. e NPR1 apres infection 61% it
Dajiao, phylogénie, g-RT-PCR . répétitions 2009, 200)
. avec Fusarium oxysporum .
Bananier ankyrines et un NLS
E)fpressmn Induction de I'expression
Musa hétérologue de de PR1 et résistance a
. MNPR1A et MNPR1B, . (Yocgo et al.,
sapientum, Pseudomonas syringae
. dans un mutant npr1 L, 2012)
Bananier restituée chez les plantes

d’Arabidopsis g-RT-
PCR

complémentées
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Cocos Induction de I'expression Possede un
nucifera, AnaIyse, ".HIIICO’ de NPR1 apres traitement 47.70% BTB,/F.]O_Z’ des (Nic-Matos et
. phylogénie, g-RT-PCR répétitions al., 2017)
Cocotier SA .
ankyrines et un NLS

La surexpression de
Oryza sativa, Surexpression de A:clzltzlz'tlis:gdrg?ir;tjilsaé vis (Chern et al.,
Riz AtNPR1 dansleriz | P 2001)

de Xanthomonas oryzae

pv. oryzae

La résistance a

Magnaporthe grisea

. Mutation et induite par le
Oryza sativa, ; . (Sugano et
Riz surexpression de benzothiadiazole est al,, 2010)
OsNPR1 diminuée lorsque OsNPR1 v

est muté et augmentée

lorsqu'il est surexprimé

Induction de I'expression
Triticum Surexpression de de PR1 et augmentation (Makandar et
aestivum, Blé | AtNPR1 de la résistance a al., 2006)

Fusarium graminearum

De maniére générale, au moins un homologue de NPR1 a été identifié in silico chez chacune
des espéces étudiées par homologie des séquences peptidiques. Les protéines ainsi identifiées
possédent les méme domaines que ceux de NPR1 chez A. thaliana, a savoir un domaine BTB/POZ, des
répétitions ankyrine et une séquence de localisation nucléaire NLS. L'expression du géne NPR1 est
induite aprés traitement au SA ou infection par un agent pathogene chez le caféier, I'aubergine, la
patate douce, la moutarde brune, le tournesol, le cotonnier, le peuplier, le papayer, I'arachide pour les
dicotylédones et chez la canne a sucre, I'orchidée, le bananier et le cocotier chez les monocotylédones.
Lorsque le géne NPR1 est surexprimé artificiellement par I'introduction d’une construction dans
laquelle le geéne NPR1 est sous le contréle d’'un promoteur fort, I'expression du géne PR1 rapporteur
de l'activation de la voie impliquant le SA est augmentée chez la pomme de terre, I'oranger, le
citronnier, la vigne, le pommier, le tabac et le cacaoyer pour les dicotylédones et chez le bananier et
le blé pour les monocotylédones. Dans ce cas, une augmentation de la résistance face a certains agents
pathogénes a aussi été constatée chez la pomme de terre, 'oranger, le citronnier, la vigne, le pommier,

le tabac et le cacaoyer pour les dicotylédones et chez le riz et le blé pour les monocotylédones.

Ainsi, la stratégie de sur-exprimer NPR1 pourrait étre utilisée dans le cadre du développement
de nouvelles variétés d’espéces d’intérét agronomique pour améliorer leur résistance aux maladies
(Kuai et al., 2017; Kuai and Després, 2016; Silva et al., 2018). Par opposition, la mutation de NPR1 induit

une diminution de la résistance a certains agents pathogeénes chez le glaieul, le riz et le blé.

Des expériences d’expression hétérologue des genes NPR1 du cacaoyer, du glaieul, de la vigne,

du soja et de la banane ont été effectuées dans un mutant nprl d’A. thaliana et ont permis la
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restauration des défenses. De plus il a été montré chez la moutarde brune, le pommier et le cacaoyer

gue NPR1 est adressée au noyau apres stimulation avec du SA.

I a pu donc étre montré que le rbéle de cette protéine ainsi que les mécanismes de
monomérisation et d’adressage au noyau décrits chez A. thaliana, dans le cadre des défenses
dépendantes du SA, ont été conservés au cours de I'évolution des plantes supérieures car on peut les

retrouver autant chez les dicotylédones que chez les monocotylédones.

1.3.5 Une famille d’homologue chez les mammiferes.
De maniére intéressante, une famille de protéines présentant des similitudes de structure avec

NPR1 est connue chez les mammiferes, la famille REL/NF-kB. Cette famille est constituée de différentes
protéines possédant les mémes motifs que la famille NPR, a savoir un domaine RHD (Rel homology
domain) de liaison aux facteurs de transcription a doigt de zinc en Nter, un NLS dans leur partie
médiane et un domaine de répétitions ankyrine en Cter (Li and Verma, 2002). Ces protéines
fonctionnent en synergie avec une famille d’inhibiteurs, les IkB (inhibiteur des NF-kB) qui possédent

un domaine de liaison protéine-protéine de répétitions ankyrines (Figure 22).
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Figure 22 : Les membres des complexes NF-kB / I-kB. A Représentation des 5 membres de la famille NF- kB incluant les
protéines Rel et lesp105/50 et p100/52 montrant leurs différents domaines. Les fleches au niveau de p105 et p100 montrent
le site de clivage qui permet de les transformer respectivement en p50 et p52; RHD est le domaine d’homologie REL
(équivalent BTB/POZ), NLS le signal de localisation nucléaire, TAD représente des domaines non homologues de
transactivation, LZ un domaine Leucine zipper et ANK les domaines ankyrine répétés; B représentations des 4 membres de la
famille Inhibiteur de NF- kB ; ANK représente les domaines ankyrine répétés. C représentation de NPR1 ainsi que de ses
différents domaines. D’apres (Li and Verma, 2002).
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Ces différentes familles de protéines jouent un réle dans I'immunité chez les mammiferes par
des mécanismes proches de ceux mis en place lors de 'immunité dépendante des NPR chez les plantes
ainsi que de ceux décrits chez les insectes (Ghosh et al., 1998; Medzhitov and Janeway, 1997). Ceci
suggere que I'immunité aurait évolué de maniere convergente vers des mécanismes similaires entre
les plantes et les animaux. De maniere intéressante, il a été montré que dans des cellules humaines de
type « glyoblastoma cell lines » exprimant le géne BjNPR1 de la moutarde (Brassica juncea), la protéine
BjNPR1 est capable de se fixer sur NF-KappaB conduisant a la répression des genes contrdlés par NF-

KappaB et donc de jouer le méme rdle que la protéine IkB (voir ci-dessous) (Kesanakurti et al., 2009).
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Figure 23 : Schéma général de I'implication de la voie NF- kB/I-kB dans différents processus immunitaires. Différents

/

stress comme la présence d’especes réactives de I'oxygene, d’UV, une infection bactérienne ou virale ou bien la présence
de cytokine, vont induire la monomérisation du complexe NF-kB/I-kB. I-kB est alors dégradé dans le protéasome et NF-kB
est adressé au noyau ou il fait office de facteur de transcription et permet I'expression de genes de défenses impliqués dans
différentes réponses immunitaire comme I'inflammation, la migration cellulaire, la réparation des cellules ou I'activation
des cellules immunitaires. D’apres (Ghosh et al., 1998).

Chez les mammiféres, lors d'une infection bactérienne aiguég, il se produit une réaction locale

et/ou systémique caractérisée par l'augmentation de I'accumulation de cytokines, protéines pro-
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inflammatoires indispensables pour les défenses anti-infectieuses, mais qui peuvent paradoxalement
étre responsables des manifestations cliniques et biologiques du choc septique. L'expression des génes
codant la plupart de ces protéines pro-inflammatoires est contrélée par NF-kB (nuclear factor-kappa
B), un complexe activateur transcriptionnel activant les régions promotrices des génes codant pour ces
protéines. Ce complexe NF-kB n’est pas seulement impliqué dans les processus inflammatoires suite a
une infection bactérienne, mais aussi suite a différents stress biotiques conduisant a la transcription
de différents genes de défense en fonction du type de stress détecté (Ghosh et al., 1998; Schmilz, 1995;
Verma et al., 1995) (Figure 23) et selon le type de cellule concernée (Figure 24). L'activation quasi
immédiate du complexe NF-kB aprés la reconnaissance d'un « non-soi » infectieux nécessite un
systeme de signalisation intracellulaire. Le complexe NF-kB est homo- ou hetérodimérique constitué
de protéines appartenant a la famille des « Rel ». Chez les mammiféres, cinqg protéines de cette famille
ont été décrites : p65 (REL-A), REL-B, c-REL, p50 et p52. Les protéines p50 et p52 sont issues d’une
maturation par clivage de leurs précurseurs respectifs p105 et p100. La dimérisation du facteur NF-kB
est formée a partir d'une combinaison de ces différentes protéines (Figure 25). Le dimere NF-kB est
produit de fagon constitutive, mais reste inactif dans le cytoplasme du fait de sa liaison non covalente
avec des IkBs (Zabel and Baeuerle, 1990). Il existe six protéines IkBs (Gilmore., 1993), mais seulement
IkBa, IkBB et IkBe sont connues pour controler I'activation transcriptionnelle par NF-kB en réponse a

une stimulation cellulaire.

Signalisation NFkB |———2

Cellulzs endothslizle Hepst e
Figure 24 : Implication de la voie NF-kB dans différents processus immunitaire impliquant différents type de cellules,
d’apres (Sun, 2017).

Différents oligomeres constitués de différentes NF-kB sont présents dans la cellule en absence
de stress biotique. Chacun de ces oligomeres est impliqué dans les défenses en réponse a différents

stress. Il existe différentes voies de signalisations canoniques et non-canoniques impliquant différents
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complexes protéiques. Ainsi, lors d’'une activation via la voie canonique des défenses cellulaires, le
complexe impliqué est composé des deux protéines a domaines ankyrines P50 et |-kB et du facteur de
transcription RelA. En réponse a un stress, I'inhibiteur I-kB est ubiquitiné, puis adressé au protéasome,
libérant ainsi le complexe P50-RelA qui va migrer vers le noyau et induire la transcription de genes de
défense. Dans la premiére voie non canonique, I’activation d’un complexe composé d’une protéine a
domaines ankyrines p100 et du facteur de transcription RELB s’effectue par le clivage de la protéine
p100 en protéine p52 suivi de la migration du complexe p52/RELB vers le noyau et de |‘activation de
I'expression des génes cibles. Dans la deuxiéme voie non canonique, I'activation d’un complexe
composé de deux protéines a domaines ankyrines p105 et p50 s’effectue par le clivage de la protéine
p105 en protéine p50 suivi de la migration du complexe p50/p50 vers le noyau et le recrutement d’un

facteur de transcription conduisant a I‘activation de I'expression des genes cibles.
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Figure 25 : Différentes voies de signalisation impliquant différents complexes NF-kB /I-kB ou NF-kB /NF-kB induisant
I’activation des défenses cellulaires. La voie canonique implique la dégradation de I'inhibiteur I-kB alors que les autres voies
non canoniques impliquent le clivage de p100 ou p105 en p52 ou p50. Ces dégradations ou clivage permettent I'adressage
des facteurs kB au noyau permettant I'induction de différents génes de défenses cellulaires en fonction des oligomeres
impliqués. D’aprés (Gilmore, 2006).

1.4 L’élicitation par les SDP et leur utilisation en protection des cultures
Depuis plusieurs années, I'agriculture est soumise a des orientations sociétales et politiques

favorables a des pratiques agricoles plus durables et plus respectueuses de I’environnement,

accompagnée par un contexte réglementaire de réduction de l'usage des intrants phytosanitaires
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conventionnels. Dans ces conditions, le développement de produits dits « alternatifs » s’est fortement
accéléré dans le domaine de la fertilisation et de la protection des cultures, avec notamment I'essor
des produits de type Stimulateur de Défense des Plantes (SDP). En effet, ces derniers visent a améliorer
le fonctionnement du sol, de la plante ou de I'interaction sol-plante par la stimulation des processus
biologiques de I'agrosystéme avec un mode d’action indirect sur le(s) facteur(s) affectant la production
agricole. Ainsi, les biostimulants, utilisés dans le domaine de la nutrition ou de I'adaptation des plantes
a leur environnement, peuvent étre un moyen pour limiter les apports en engrais minéraux, dont
I'apport massif conduit a des déreglements environnementaux (appauvrissement de la qualité des
sols, eutrophisation des milieux,...). De méme, les SDP utilisés dans le cadre de la protection des
plantes, constituent une option intéressante pour réduire I'utilisation de produits phytosanitaires «
conventionnels » et optimiser les stratégies de biocontrole. L'utilisation de SDP repose sur la capacité
des plantes a se défendre contre un bioagresseur. Ces produits activent les différentes voies de
défense de la plante et ainsi limitent I'infection par les agents pathogeénes (Walters et al., 2005). Par
exemple, I'application de chitosan, de sulfate de cuivre ou de laminarine active les défenses chez la
vigne et permet ainsi d‘induire une résistance plus forte a Botrytis cinerea (moisissure grise) et a
Plasmopara viticola (Mildiou) (Aziz et al., 2003, 2006). L'utilisation de produits phytosanitaires
conventionnels peut ainsi étre réduite (Ahmad et al., 2010; Aziz et al., 2003; Benhamou and Rey, 2012;
Renard-Merlier et al., 2007).

Certains SDP activent directement les défenses des plantes (éliciteurs, ex : Bion®) et d'autres
ont un effet de potentialisation (potentialisateur : ex BABA). Ces deux types de SDP sont utilisés
classiquement au moment de la phase végétative des plantes mais il est suggéré qu’ils pourraient étre
aussi utilisés en traitement de semence (Rajjou, 2006; Worrall et al., 2012). |l serait aussi possible de
produire des graines déja potentialisées en traitant les plantes meres, la potentialisation pouvant étre
conservée entre les générations (Luna et al., 2012; Luna and Ton, 2012). Dans le cas d’un éliciteur, les
défenses des plantes se mettent en place rapidement apres le traitement et I'expression des genes
connus pour étre des marqueurs de défense est activée. Lorsqu’un potentialisateur est utilisé, les
geénes marqueurs de défense ne sont pas exprimés et les réponses de défenses ne deviennent actives
gu'apres l'attaque d'un agent pathogene (Conrath et al., 2006). Les réponses et la résistance des
plantes sont alors plus élevées chez les plantes potentialisées que chez les plantes non traitées. Les
mécanismes sous-jacents a la potentialisation impliquent I'accumulation de PRRs et de MAP kinases,
la méthylation de la lysine 4 dans I'histone H3 (Conrath et al., 2015). L’accumulation de métabolites
différents suite a une potentialisation dépend du stimulus appliqué et de la plante traitée (Gamir et
al., 2014). 1l est important de comparer les couts énergétiques de I'activation ou la potentialisation
des défenses vis-a-vis des bénéfices qu’elles apportent (Heil, 2001; van Hulten et al., 2006; Vos et al.,

2013).Une plante ayant été traitée avec un potentialisateur répondra non seulement plus vite a
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I'arrivée d’un agent pathogene mais le colt énergétique découlant de cette résistance sera aussi réduit

(Martinez-Medina et al., 2016) (Figure 26).
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Figure 26 : Schéma de la relation entre les réponses de défense (lignes pleines) et le colit énergétique (en pointillé) dans
les plantes potentialisées (rouge) ou non (bleu) (Martinez-Medina et al., 2016). A : Maintien de la mémoire de la
potentialisation ; B : Faible colt énergétique de la potentialisation ; C : Induction des défenses plus rapides et plus forte
dans les plantes potentialisées a I’arrivé du stress. D : Bénéfice énergétique des plantes potentialisée par rapport a celles
non potentialisées.

Le développement de SDP capables d’éliciter les défenses des plantes est donc une stratégie
prometteuse dans le contexte agro-écologique actuel. Le marché de ces produits est en plein essor
(+10% par an en Europe), porteur d’enjeux majeurs pour I'agriculture de demain, s’accompagnant d’un
fort besoin de développement de nouvelles solutions mais également de nouvelles pratiques agricoles.
Au-dela d’une certaine pression parasitaire, |I'efficacité des SDP n’est pas suffisante et un traitement
chimique d’appoint est recommandé (en mélange ou dissocié) (Marolleau et al., 2017). Ainsi afin de
pouvoir intégrer 'utilisation de SDP dans une stratégie de protection efficace au champ, ces produits
doivent étre associés a des produits phytosanitaires conventionnels. Cependant, I'efficacité de ces
produits reste erratique et leur utilisation compliquée du fait de la complexité de la mise en ceuvre en
conditions de production et de leur efficacité dépendante de nombreux parametres agronomiques et
environnementaux encore méconnus ou mal maftrisés. Il n’existe a I'heure actuelle que peu de SDP

homologués en France (Tableau 3).

Tableau 3 : Liste de SDP commerciaux homologués en France et de leurs substances actives d’aprés ELICITRA
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Matiéres actives

produits commerciaux

Fournisseur

Cibles

Pytosave Garden Uouffray Driaud -mildiou, oidium : vigne
COs-0GA Messager Singenta -oidium : culture légumiéres
lodus 2 culture spécialisées Goémar -oidium : vigne, blé, orge, fraise
lodus 2 céréales -piéti-verse, septoriose : blé
Vacciplant Jardin -helminthosporiose : orge
Laminarine -mildiou : laitue
-feu bactérien, tavelure : cultures fruitiéres
et jardins
Pertinan/ Etonan De Sangosse -mildiou : vigne et cultures
Phosphonate/ _ LBG-01F34 légumiéres
phosphites de potassium
Phosphonates Redeli Syngenta -mildiou : vigne
de sodium
Serenade Max Bayer -pourriture grise : vigne
Texio SBM -cultures légumiéres ornementales, plantes a
Bacillus subtilis développement pafum, alimentaires, médicinales et
souche QST 713 condimentaires
Integral Pro BASF Traitement de semences : champignons
Bacillus autres que Pythiacées : cruciféres
. . oléagineuses
amyloliquefaciens souche MBI 600 6
Cerevisiane Actileaf Agrauxine mildiou, Fn'l'diurfl, pourriture grise : vigne,
Romeo BASF culture légumiéres
Stifenia SOFT _oidium - vi
Extrait de fenugrec oidium : vigne
-traitement parties aeriennes : melon
Bion WG Syngenta

Acybenzolar-S-méthyle

-traitement parties aeriennes : bananier,
cultures ornementales
-oidium : blé

-bactériose : tomate

1.5 Effet de la fertilisation azotée sur le développement des maladies

Les facteurs environnementaux sont connus pour influencer la capacité des plantes a mettre
en place leurs défenses. Des conditions environnementales différentes peuvent influer sur les
interactions entre les micro-organismes phytopathogénes, telles que le type de lumiere (de Wit et al.,
2013; Janda et al., 2015; Kazan and Manners, 2011; Mintoff et al., 2015), la nutrition minérale (Aznar
et al., 2015; Kieu et al., 2012; Poschenrieder et al., 2006) ou la disponibilité de I'eau (Blumenthal et al.,
2009a). L'impact de la quantité d’engrais, en particulier de la fertilisation azotée, sur I'interaction entre

les phytopathogenes et les plantes est bien documenté (Eyles et al., 2007a; Fagard et al., 2014; Pato

and Obeso, 2013; Shaner and Finney, 1977; Veresoglou et al., 2013a).

Dans le cadre de cette thése, nous nous intéressons particulierement a I'impact de la fertilisation

azotée.
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1.5.1 Un facteur abiotique d’importance, la disponibilité de I'azote
L'azote est un élément essentiel a la vie et au développement des plantes. L’azote est présent

dans le sol, sous des formes minérales (nitrate ou ammonium) ou sous forme organique (acides
aminés, urée). Les plantes absorbent ces différentes formes d‘azote par I'intermédiaire de leurs
racines. Beaucoup de composés organiques présents dans les plantes contiennent de I'azote tel que
les protéines et les acides nucléiques. L'oxygene, le carbone et I’hydrogéne sont les seuls éléments qui

sont plus abondants que I'azote dans les plantes (Taiz and Zeiger, 2002).

L'azote se trouve sous diverses formes dans la biosphére, mais la plus importante, le diazote
atmosphérique Nz n’est pas directement assimilable par les plantes. Elles sont capables d’assimiler
essentiellement les formes inorganiques que sont I'ammonium (NH4*) et le nitrate (NOs’). Certains
acides aminés peuvent aussi étre absorbés par les racines (Masclaux-Daubresse et al., 2010). Différents
facteurs comme les précipitations, le vent, le type de sol, le type de culture précédemment effectuée

sont a I'origine d’une variation spatiale ou temporelle dans la quantité d’azote disponible dans les sols.

La fertilisation azotée se fait le plus souvent sous la forme de nitrates afin d’assurer les
rendements car I'ammonium en trop forte concentration peut étre toxique (Hirel et al., 2007). Tous
les nitrates apportés par les fertilisants ne sont pas absorbés par les plantes et la partie non assimilée
de ces nitrates est lessivée par I'action du drainage et se retrouve dans les eaux souterraines. Ainsi, les
eaux souterraines, les rivieres ou encore les mers se retrouvent polluées par les nitrates, ce qui peut
constituer un danger pour la santé humaine et induire la prolifération d’algues qui mettent en danger
les écosystemes. Ceci montre I'importance de réduire les apports d’azote afin de maintenir un

environnement de qualité.

Les légumineuses sont capables d’établir une symbiose avec des bactéries (les Rhizobia) dans
des organes spécifiques, les nodules, situés au niveau de leurs racines. Ces bactéries sont capables de
prélever le N, atmosphérique et de le fixer sous forme d’ammonium, forme assimilable par les plantes.
La culture des légumineuses ne requiert donc que peu ou pas de fertilisation en azote. Chez les autres

plantes les étapes clé de I'assimilation des nitrates ou de I'ammonium ont été décrites.

Les plantes possedent deux systemes de transport du nitrate différents qui permettent son
absorption racinaire et sa redistribution dans la plante (Daniel-Vedele et al., 1998; Kiba and Krapp,
2016). La famille des génes NRT1 code pour des transporteurs permettant I'absorption des nitrates
dans le cas ol la concentration en nitrate disponible est forte. Ils ont une faible affinité pour le nitrate
et font partie du systéme « Low Affinity Transport System » (LATS). Les génes de la famille NRT2 codent
pour des transporteurs a forte affinité pour les nitrates et permettent donc I'absorption des nitrates

lorsqu’ils sont en faible quantité disponible dans le sol. lls font partie du systeme « Hight Affinity
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Transport System » (HATS). L'ammonium est quant a lui absorbé au niveau des racines par les

transporteurs codés par les genes de la famille AMT (Masclaux-Daubresse et al., 2010).

Une fois absorbé, le nitrate est assimilé en différentes étapes. La premiéere correspond a la

réduction de celui-ci en nitrite par la nitrate réductase (NR)
NOs™ + NAD(P)H + H* <> NO; + NAD(P)* + H,0

La quantité de nitrate absorbée, la lumiere et la quantité de sucres présents font varier
I’'expression des genes codant pour la NR. Ces mémes facteurs activent une phosphatase qui va
déphosphoryler des résidus sérine sur la NR et ainsi I'activer. L’obscurité et le Mg?* vont au contraire

activer une kinase qui va phosphoryler ces mémes résidus et ainsi inactiver la NR (Campbell, 1999).

La deuxiéme étape permet la conversion de nitrite en ammonium grace a |’action de la nitrite
réductase (NiR). Cette enzyme utilise le nitrite présent dans le cytosol et le transforme en ammonium

dans les chloroplastes au niveau des feuilles et dans les plastes au niveau racinaire :
NO; + 6 (ferrédoxine réduite) + 8H" + 6 e & NH,* + 6 (ferrédoxine oxydée) + 2 H,0

La transcription des génes codant pour la NiR est activée par les nitrites et la lumiére, elle est

réprimée par la glutamine (Vincentz et al., 1993).

L'ammonium étant toxique pour les plantes en grande quantité, celui-ci et rapidement assimilé

a I'aide de la glutamine synthétase (GS) et de la glutamate synthase (GOGAT).

La GS permet l'incorporation des ions ammoniums dans les molécules de glutamate, formant
ainsi une molécule de glutamine. Les glutamines ainsi formées réagissent avec des molécules de 2-
oxoglutarate pour former deux molécules de glutamate, cette réaction est catalysée par la GOGAT. Le
glutamate est ensuite utilisé pour la formation de différents acides aminés (Masclaux-Daubresse et al.,

2010).

1.5.2 La fertilisation en azote joue sur les interactions plantes/agents pathogenes
L'impact de la fertilisation par les nitrates peut engendrer des niveaux de pression opposées

en fonction du couple plante / agent pathogene impliqué (Dordas, 2008). En effet, un faible apport en
nitrate augmente la sensibilité a E. amylovora et diminue la sensibilité a B. cinerea chez A. thaliana
(Fagard et al., 2014). On sait que la fertilisation a un impact sur la physiologie des plantes (Kong et al.,
2017; Mozafar, 1993; Tian et al., 2008; Walters et al., 2011; Xu et al., 2012) et sur l'activation des

défenses (Kutyniok and Miiller, 2013; Zarattini et al., 2017) mais peut également avoir un impact sur
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I'agressivité de I'agent pathogéne (Robert et al., 2004; Sauge et al.,, 2010). Une meilleure
compréhension des mécanismes par lesquels la fertilisation influe sur les défenses végétales apparait
donc nécessaire pour améliorer les pratiques culturales afin d'optimiser la fertilisation et de réduire
I'utilisation des pesticides, (Khan et al., 2016; Mitchell et al., 2016; Schwessinger et al., 2015). Plus
précisément, la nutrition minérale, et principalement la nutrition azotée, comme précédemment

mentionné, joue un role majeur dans I'établissement des mécanismes de défenses végétales.

1.6 Effet du stade de développement de la plante sur le développement des maladies

Il est connu que le stade de développement de la plante influe sur la mise en place des défenses
(Develey-Riviere and Galiana, 2007) mais peu d’études ont mesuré cet impact sur A. thaliana. En effet,
la plupart des études réalisées sur I'impact des maladies sur A. thaliana se font a un stade unique de
développement de la plante. Selon le pathosystéme envisagé I'infection se fait préférentiellement a
un stade donné. Il a ainsi été montré, par exemple, que les champignons du genre Alternaria sont des
agents pathogeénes qui s’attaquent a la graine (Guillemette et al., 2004). Une autre étude a montré que
la présence de Pseudomonas aeruginosa (une bactérie pathogene de I’'homme) limite la germination
d’A.thaliana (Chahtane et al., 2018). L'impact des pathogenes est aussi mesuré lors des phases tardives
du développement de la plante. En effet I'impact des pathogenes sur la phase de sénescence d’A.
thaliana, a laquelle elle remobilise ses nutriments pour la production de graines, a longuement été
étudié (Haffner et al., 2015).

Il a aussi été montré que la maladie peut avoir un impact sur les processus de développement
des plantes. L'infection par Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris, et Hyaloperonospora
parasitica induit une accélération de la phase reproductive d’A.thaliana et une augmentation du

nombre de hampes florales secondaires (Korves, 2003).

Chez lavigne, selon I'étage foliaire et donc I'age de la feuille, I'infection par Plasmopara viticola
n’a pas le méme impact. En effet, plus la feuille infectée est dgée, moins 'oomycete est capable de se
développer. Ce phénomene est amplifié lorsque les plantes sont traitées avec un éliciteur de défense

connu, la laminarine (Steimetz et al., 2012).

Des études sur I’évolution au cours du temps de lI'impact d’un agent pathogene sur les
différents stades de développement ont aussi été réalisées, par exemple I'impact d’Alternaria
brassicicola sur A. thaliana (Pochon et al., 2012) a montré que ce champignon peut étre transmis a la

génération suivante.
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A ma connaissance, il n’y a que peu d’études dans la littérature qui mesurent I'impact du stade
de développement de la plante sur les mécanismes de défense en effectuant des infections a différents
stades. Il a ainsi été montré que les réponses chimiques du plantain (Plantago lanceolata) induites par
des insectes herbivores varient en intensité en fonction du stade de développement. L’accumulation
de composés toxiques est plus forte chez les plantes matures que chez les plantes juvéniles face a ces

insectes herbivores (Quintero and Bowers, 2011).

Ces études suggerent que le stade de la plante aurait un impact sur I’activation des défenses
suite a I'infection par un agent pathogéne. Il s’avere donc intéressant d’étudier I'impact du stade de

développement de la plante sur I'activation des défenses aprées un traitement avec des SDP.
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1.7 Objectifs de la these

L'utilisation de SDP repose sur la capacité des plantes a se défendre contre un bioagresseur.
Ces produits activent les différentes voies de défense de la plante et ainsi peuvent limiter I'infection
par les agents pathogénes. L'utilisation de produits phytosanitaires conventionnels peut ainsi étre
réduite (Aziz et al, 2003 ; Benhamou et Rey, 2012). Le développement de SDP capables d’éliciter les
défenses des plantes est donc une stratégie prometteuse dans le contexte agro-écologique actuel car
ils peuvent contribuer a la gestion de la résistance ou a la réduction des PPP instaurée par la directive
européenne 2009/128/CE dans le cadre d’action communautaire (déclinée en France par le plan
Ecophyto). Or, ceux-ci ne peuvent étre évalués en utilisant la méthodologie classique dédiée aux
produits phytopharmaceutiques (PPP) conventionnels. En raison de leur mode d'action indirect, ils
doivent démontrer d'une part leur non ou faible activité biocide et d'autre part leur action de
protection contre les parasites et les maladies en utilisant I'activation des mécanismes de défense des
plantes. En outre, I’homologation des SDP dépend du réglement (CE) N°1107/2009 relatif aux produits
phytopharmaceutiques. Ainsi, ils doivent démontrer un minimum d'efficacité, comparable a I'efficacité
des PPP déja sur le marché, dans les conditions de production des cultures. Or, ces produits, utilisés
seuls ne sont pas aussi efficaces que les PPP conventionnels, pour cela ils sont souvent utilisés en
combiné avec des PPP et permettent d’en diminuer les doses appliquées. Il est donc nécessaire de
développer une méthode d’évaluation des SDP qui soit spécifiques a ces produits. Dans ce contexte,
une méthode francaise dédiée a I’évaluation des stimulateurs des défenses des plantes portée par la
CEB et soutenue par I’ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de
I'Environnement et du travail) a été délivrée début 2016 (MG 14, Principes généraux
d’expérimentation de stimulateurs des défenses des plantes).

L’efficacité des SDP dépend de leur capacité a activer les défenses. Au champ, aucun outil n’est
disponible, a I’heure actuelle afin de vérifier qu’ils ont bien activé les défenses. Ainsi, il est possible que
la variabilité constatée dans leur efficacité au champ soit expliquée par le fait que dans certaines
conditions ils n’activent pas les défenses. Il s’avere donc indispensable de disposer d’un outil de
détection de I'activation des défenses pour le suivi de I'efficacité des SDP sur le terrain au cours du
temps et I'adaptation des programmes de traitements qui en découle.

L’efficacité de ces SDP a activer les défenses dépend de plusieurs parametres dont certains
sont cruciaux. Le stade de développement de la plante auquel ces composés sont appliqués est un
facteur clé (Steimetz et al, 2012). Par ailleurs, les conditions environnementales affectent la réceptivité
des plantes aux SDP (Dietrich et al, 2005). De plus, les réponses aux SDP dépendent des génotypes
considérés (Bruce, 2014). Enfin, la nutrition minérale, et essentiellement la nutrition azotée, joue un
réle majeur dans la mise en place des défenses (Dietrich et al, 2004 ; Fagard et al, 2014). Il est donc

nécessaire d’étudier I'impact de ces 2 facteurs clés sur I'efficacité des SDP pour identifier les conditions
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optimales de leur utilisation. Afin de pouvoir évaluer I'efficacité des SDP, des outils de détection
efficaces, rapides et peu colteux sont requis.
Dans ce projet de thése, une étude de I'effet du stade de développement et de la fertilisation

azotée, sera mise en place. Ce projet a deux objectifs principaux :

1- Développement d’outils de diagnostic simples et fiables de détection des réponses de défense.

2- Compréhension des mécanismes impliqués dans la mise en place des défenses a différents stades

de développement suite a des traitements SDP en fonction de la fertilisation azotée.

1.7.1 Objectif 1 : Développement d’outils simples et fiables de détection des réponses de
défense des plantes.

1.7.1.1 Kit de détection de réponse de défense « terrain »:
Ce projet a pour ambition de créer un outil d’aide a la décision (OAD) a la fois pour

I’'expérimentation mais également a plus long terme pour |'utilisation des SDP dans les programmes
de protection intégrée des cultures (conseillers agricoles et/ou agriculteurs). Cet outil et basé sur un
test immunologique, il permettra le suivi de I'efficacité des SDP sur le terrain au cours du temps et

I’adaptation des programmes de traitements qui en découle.

1.7.1.2 Kit de détection de réponse de défense au « laboratoire »:
Le principe de ce test est d’utiliser des plantes exprimant un géne rapporteur codant une R-

glucuronidase, le géne GUS. Celui-ci a été fusionné au promoteur d’un géne connu pour étre activé par
le SA (Shapiro et Zhang, 2001) et par certains SDP, le gene PR1. L'utilisation de ce test permettra de
maniere rapide de cribler des SDP qui sont capables d’activer les défenses en visualisant facilement les

sites d’expression du gene PR1.

1.7.2 Objectif 2 : Compréhension des mécanismes impliqués dans la mise en place des
défenses a différents stades de développement suite a des traitements SDP, en fonction de la
fertilisation azotée.

Afin d’étudier les mécanismes impliqués dans la mise en place des défenses a différents stades de

développement, les traitements seront effectués depuis la graine jusqu’au stade reproductif.
Différentes conditions de nutrition azotée seront utilisées pour déterminer I'impact de cet intrant sur
la réceptivité aux SDP. L’efficacité des SDP sera estimée par plusieurs parameétres (activation des

défenses, protection contre des agents pathogénes) en conditions controlées et au champ.

63



Partie 1. Introduction Chapitre 1. Etat de I'art

64
Camille Verly Thése de doctorat Université Paris Saclay 2019



Partie 2. Résultats

Chapitre 2. ELICITEST
2.1 Stratégie de conception des anticorps

Afin d’étudier I'implication de la protéine NPR1 dans la mise en place des défenses induites
par les SDP, des anticorps spécifiques de la forme monomérique donc potentiellement active de NPR1
ont été développés durant cette these. Comme décrit précédemment, la protéine NPR1 est impliquée
dans les deux voies de défenses impliquant le SA ou le JA. Cette protéine est conservée au sein du
régne végétal. La méthode d’obtention de ces anticorps a été développée de maniere a créer des
anticorps reconnaissant uniquement la forme active de NPR1 chez différentes espéces végétales
(Figure 27). La stratégie développée afin d’obtenir ces anticorps a été protégée par le dépot d'une
enveloppe SOLEAU aupreés de I'INPI (institut national de la protection intellectuelle), puis par le dépo6t

d’un brevet.

“ Pathogéne

! sSDP
]
/{ !
NPR1 NPR1 1
e e ;
NPR1 NPR1
YA M

I

I

i

I

Pas de stress biotique l Stress biotique ou SDP
NPR1 oligomérique : NPR1 monom érique

Cible de I'anticorps inaccessible | Cible de I'anticorps accessible

Hybridation anticorps/ NPR1 impossible l Hybridation anticorps/ NPR1 possible

Figure 27 : Représentation du fonctionnement théorique des anticorps développés selon la méthode décrite dans le brevet.
A gauche, les défenses ne sont pas activées, NPR1 est donc sous forme oligomérique, I'anticorps n’est donc pas capable de
s’y hybrider et donc aucun signal n’est détectable par les méthodes de biochimie classique. A droite, les défenses sont
activées par un stress biotique ou un SDP, NPR1 est sous sa forme monomérique, I'anticorps est donc capable de s’y hybrider
et permet I'obtention d’un signal par les techniques de biochimie classiques et donc de mettre en évidence I'activation des
défenses. TRX : thioredoxine.
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Afin de créer cet anticorps, nous avons tout d’abord effectué un alignement multiple a partir
des séquences peptidiques des protéines NPR1 de la betterave, la luzerne, du cotonnier, du
cacaoyer, de la tomate, de la pomme de terre, du ricin, du piment, du peuplier, du tabac, de la patate
douce, de la papaye, de la vigne, de la moutarde brune, du colza, du pommier et d’A. thaliana pour le

pepO0 et uniquement (Figure 28).

Domaine BTB/POZ
;awpa/ 15T

P 151
Cosrpbry1-517
Cagsmwrny/ 1-522
VIS

Selwvny | -54T

Figure 28 : Alignement des différentes protéines NPR1 végétales utilisées. L’alignement des séquences a été obtenu en
utilisant le logiciel Jalview (http://www.jalview.org/). Les séquences protéiques utilisées sont celles de la betterave, de la
luzerne, du cotonnier, du cacaoyer, de la tomate, de la pomme de terre, du ricin, du piment, du peuplier, du tabac, de la
patate douce, de la papaye, de la vigne, de la moutarde brune, du colza, du pommier et d’A. thaliana.
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La partie de la protéine qui est en interaction avec d’autres monomeres et donc inaccessible
au solvant sous sa forme oligomérique a été délimitées en se basant sur la région correspondante chez
A. thaliana (entre la cystéine 82 et la cystéine 216 d’apres Mou et al., 2003a). Ainsi, un anticorps ciblant
spécifiguement cette région ne devrait reconnaitre que la forme active monomérique de NPR1 (Figure
27). Une séquence peptidique dégénérée (peptide 0) la plus antigénique possible a donc été créée en
se basant sur cet alignement de maniére a couvrir le plus de séquences différentes possibles de NPR1
(Figure 28). Ce peptide, constitué de 14 résidus, posséde deux acides aminés (aa) variables en position
6 (Voul)et12 (S ou P)quilui permettent de correspondre aux séquences des 22 séquences protéiques
utilisées de maniere suffisante pour permettre de développer des anticorps polyclonaux spécifiques
de ces protéines. Une deuxiéme séquence peptidique a également été développée mais sera moins
utilisée car la séquence de ce peptide couvre moins de séquences des différentes protéines NPR1
(peptide 1). Les peptides synthétiques ont été injectés dans le lapin. Cela a permis d’obtenir des
anticorps polyclonaux dirigés contre ces peptides. Les détails sur la conception et la validation de ces

anticorps ainsi que leur méthode d’obtention sont décrits dans la partie suivante.

2.2 Conception des antipeptides anti NPR1
Des peptides dégénérés consensus d’une douzaine d’acides aminés ont été définis sur la base

de l'alignement des différentes protéines NPR1 des principales espéces de plantes d’intérét
agronomique. La séquence du peptide 0 correspond a une séquence consensus inter-espéces (Figure
29) et le peptide 1 correspondant et a une séquence consensus s’alignant sur moins d’espéeces ont été
synthétisés par une entreprise spécialisée (GENEPEP SA, 12 rue du Fer a Cheval, 34430, St-Jean-de-
Védas, FRANCE). Ces peptides ont ensuite été injectés chez le lapin (GENEPEP SA) afin de produire des
anticorps (antipeptides 0 & 1).
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Peptide W 1-14 W B (5 F F | Séquence du peptide 0
arabidopsis’1-517 F| L F F | Arabidopsis
Brassica/1-817 Fi L F F | Moutarde brune
Bragsica/1-517 F 1 (8 F F | Colza
Thecbmoma/1-517 V) 1L F | Cacao
Ricinus/1-517 " I F F | Ricin commun
Gogeypium/1-517 v HLIL F | Coton mexicain
Capsicum/1-503 v o F F | Piment habarero
solanum/1-14 v L F F | Tomate
Solanum/1-517 v {18 F F | Pomme de terre
Vitia/1-817 W 1L F F | Vigne
Cancal/1-517 v L F F | Papaye
Beta/1-517 v L F F | Betterave
Populus/1-517 W 1L F F | Peuplier deltoide
Populus/1-517 v 18 F F | Peuplier de Fouest
MNicotiana/1-517 v L F F | Tabac
bomoea/1-517 W Il F F | Patate douce
Medicaga/1-517 \"J L F F | Luzeme
Aiza/1-521 v L F F | Eananier nain
Cryza/1-523 ' L F|L|| Riz
Brachyoodium/1-518 (R L F|L|l Brachypedium
Thiticum/1-522 v L F|L|| Bl€ dur
Zea/1-522 v L|c FlLf| Mais
Malusfi-518 ' 1L F F | Pommier

D: Acide amine varizble du peptide

Conservation I L I I D : Acide aminé différent de celui du peptide
1 2°5 o
Quality I I I

Consensus

PVHRC ILSARSPFF

Figure 29 : Alignement de la séquence du peptide 0 avec les séquences de la zone de NPR1 correspondante chez les
plantes étudiées.

2.3 Tests de spécificité et de validité de I'anticorps
Afin de tester la spécificité de I'anticorps et sa capacité a reconnaitre la protéine NPR1 dans

des extraits de plantes, plusieurs stratégies ont été mises en ceuvre.

2.3.1 Tests d’hybridation de I'anticorps sur la protéine NPR1 recombinante
Nous avons choisi de produire différentes portions de la protéine NPR1. Pour cela, trois

différentes parties du gene NPR1 ont été clonées dans un vecteur d’expression de maniére a
surproduire les protéines correspondantes afin de tester la spécificité des anticorps anti NPR1. Ainsi,
une construction a permis d’obtenir la protéine NPR1 entiére de 617 acides aminés (68,85 kDa) que
nous appellerons forme totale (prot T dans le reste du document). Deux autres constructions ont été
réalisées de maniére a obtenir deux versions de la séquence N-terminale contenant les Cystéines 82
et 216 impliquées dans I'oligomérisation et contenant la séquence des peptides utilisés pour
synthétiser I'anticorps. . La premiére construction a permis de produire une protéine partielle (prot P)
de 274 acides aminés (30,48 kDa) correspondant aux 250 acides aminés de I'extrémité N-terminale de

NPR1. La deuxiéme construction a permis de produire une protéine de 163 acides aminés (18,26 kDa)
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qui contient uniguement la partie inaccessible de NPR1 lorsque celle-ci est sous sa forme oligomérique

soit les 134 acides aminés situés entre la cystéine 82 et la cystéine 216 de NPR1 (appelée prot | pour

protéine d’intérét). Ces trois constructions ont été congues en intégrant, en 5’ de leur séquence, la

séquence permettant le clonage par la technique Gateway ainsi que les séquences permettant

d’intégrer une étiquette histidine ainsi qu’une séquence de clivage spécifique par la protéase Tobacco

Etch Virus (TEV) permettant la purification des protéines et de retirer I'étiquette histidine aprés

purification (Figure 30, Figure 31)
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Figure 30: Alignement des trois protéines recombinantes construites a partir de la protéine NPR1 d’A. thaliana. Les
différents domaines de NPR1 ont été annotés. Les cystéines 82 et 216 encadrées en rouge sont les cystéines impliquées dans
la dimérisation de NPR1 (Mou et al., 2003b). Alignement effectué a I'aide du logiciel Jalview.
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Figure 31 : Représentation schématique des peptides utilisés pour produire les anticorps et des trois protéines
recombinantes. Alignement des peptides utilisés pour produire les anticorps avec la protéine consensus (en jaune) ainsi que
des trois protéines recombinantes construites a partir de la protéine NPR1 d’A. thaliana (en bleu). Le rectangle bleu clair
représente le His-tag, le rectangle violet, les acides aminés découlant de la séquence permettant le clonage par la méthode
gateway et le rectangle vert la séquence permettant le clivage par la protéase TEV. Les lignes en pointillés rouges représentent
les positions des cystéines 82 et 220 impliquées dans la dimérisation de la protéine.

Ces trois constructions ont été obtenues et validées par séquencage.
Les cultures bactériennes exprimant ces 3 constructions ont été traitées a I'lPTG afin d’induire
I’expression des génes sous le contréle du promoteur B-gal et assurer une production de protéines en

quantité importante.
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Figure 32 : Détection des différentes protéines recombinantes par un anticorps anti étiquette histidine en WB. A : Western
blot suite a I’hybridation avec I'anticorps anti-His. B : Coloration au bleu de Coomassie du gel contenant les mémes
échantillons et ayant subi I’électrophorése dans la méme cuve. La fleche rouge indique la taille de la protéine T, la fleche
verte celle de la protéine P et la fleche orange celle de la protéine I. Les puits T correspondent a I’échantillon total apres lyse
des bactéries, les puits C correspondent aux culots obtenus apres centrifugation des échantillons re-suspendus dans du
Laemmli. Les puits S correspondent au surnageant récupéré apres centrifugation des échantillons totaux. Lad : marqueur de
poids moléculaire.

Des westerns-blots (WB) ont permis d’observer les profils protéiques issus de ces constructions
et reconnus par l'anticorps anti-His (Figure 32). Les extraits correspondant a la protéine totale
présentent plusieurs bandes. Une bande de taille attendue 66 KDa et plusieurs bandes de tailles plus
petites provenant probablement de la dégradation de la protéine entiére. Les extraits correspondant
a la protéine P présentent plusieurs bandes. Une bande a la taille attendue 30,5 Da et plusieurs bandes
probablement issues de sa dégradation. Les extraits correspondant a la protéine | présentent 1 bande
a la taille attendue de 18,3 kDa. Aucune bande n’est détectée dans les surnageant de culture indiquant

gu’il est nécessaire de lyser les cellules bactériennes pour extraire les protéines (Figure 32).
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Deux anticorps spécifiques de la protéine NPR1 ont été obtenus aupres du Pr X. Dong et du
laboratoire privé Agrisera et sont utilisés dans cette these (voir Matériel et méthode). Afin de
déterminer si notre anticorps antipepO est capable de reconnaitre les protéines NPR1 recombinantes,
les profils d’hybridation de cet antipepO sont comparés a ceux obtenus avec I'anticorps anti étiquette
Histidine sur les protéines recombinantes. Les deux profils obtenus sont similaires et I'antipep0 est
aussi capable de détecter les protéines recombinantes a la leurs tailles attendues (Figure 33)

Anticorps anti étiquette Histidine Antipep0
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Figure 33 : WB sur protéines recombinantes issues de NPR1. Détection des cibles de I'anticorps anti étiquette histidine et
de I'antipep0 en Western blot sur les extraits d’E. coli possédant les constructions permettant la production des protéines
recombinantes T, P et |. La fleche rouge montre la taille de la protéine T (66 KDa), la fleche verte celle de la protéine P (30,5
KDa) et la fleche orange celle de la protéine | (18,3 KDa). Lad : marqueur de poids moléculaire.

Afin de déterminer si les anticorps anti-NPR1l.com et anti-NPR1.XD sont capables de
reconnaitre les protéines NPR1 recombinantes, les profils d’hybridation de cet anti-pep 0 sont
comparés a ceux obtenus avec I'anticorps anti étiquette Histidine sur les protéines recombinantes. Ces

deux anticorps sont capables de détecter la protéine P et seul I'anti-NPR1-XD est capable de s’hybrider

sur la protéine | (Figure 34).
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Figure 34 : Détection des protéines recombinantes P et | en WB en utilisant I'anti-NPR1.com, I’anti étiquette histidine et
I’anti-NPR1 fourni par Prof. Xinian Dong. La fléche verte montre la taille ou la protéine P est attendue et la fleche orange la
ou la protéine | est attendue. Lad : marqueur de poids moléculaire.

2.3.2 Hybridation de I'anticorps sur des extraits végétaux
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Figure 35 : Détection des cibles de I'antipeptide 0 en WB sur des extraits d’A. thaliana cultivées en terre et traitées avec
du Bion®, du SA et de I'eau. Les plantes Col0 d’A.thaliana de 5 semaines ont été cultivées en terre, pulvérisées avec les

traitements indiqués puis des prélevements ont été effectués 24h plus tard. Des quantités équivalentes de protéines ont été
déposées puis le WB a été réalisé a I'aide de I'anticorps antipep0.

L'objectif était de déterminer siles anticorps, produits par la méthode développée, permettent
de détecter une forme monomérique de NPR1. Deux méthodes différentes peuvent étre utilisées afin
d’obtenir cette forme monomérique de NPR1 : une méthode in-planta consistant a traiter les plantes

avec un éliciteur de défense avant I'extraction des protéines et une méthode in-vitro consistant en
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I'ajout d’un réducteur de pont disulfure, le dithiothréitol (DTT) décrit comme capable d’induire la
monomérisation de NPR1 directement sur les extraits de plantes (Mou et al., 2003a). Des westerns
blots ont donc été réalisés a partir d’extraits de plantes d’A. thaliana traitées avec du Bion®, du SA, ou
de I'eau. Ces mémes extraits ont aussi été traités avec du DTT afin de forcer la monomérisation de
NPR1. Dans les WB effectués avec les extraits de plantes traités avec du Bion® ou du JA, une bande est
détectée par I'anticorps antipepO lorsque les plantes sont traitées par des activateurs de défense et
n’est pas détectée lorsque les plantes sont traitées avec de I'eau. Cette bande est détectée a une taille
de 38 kDa (Figure 35). Dans les WB effectués avec les extraits protéiques traités au DTT aucune bande
n’est détectée ni par I'antipep0, ni par I'antiNPR1-X.D (Données non montrées). Les extraits protéiques
traités au DTT montrent des profils protéiques non dégradés en coloration au rouge ponceau (Données
non montrées). Ceci suggere que dans nos conditions le traitement au DTT induit une dégradation du
monomere de NPR1.

Afin de déterminer si les profils d’hybridation de notre anticorps antipepO sur plantes traitées
avec des stimulateurs de défense sont similaires aux profils d’hybridation par I'anticorps commercialisé
par I'entreprise Agrisera (anti-NPR1com), les mémes échantillons ont été utilisés pour réaliser des WB.
L’anticorps antipepO révéle une bande a 38 kDa dont l'intensité augmente dans des plantes traitées
au méthyl jasmonate et au SA. L’anticorps anti-NPR1l.com révéle deux bandes dont l'intensité
augmente dans les échantillons traités traitées au méthyl jasmonate ou au SA : une bande a 38 kDa et
une autre a 55 KDa (Figure 36). Ces résultats suggerent que I'antipepO et I'anticorps anti-NPR1.com
reconnaissent une méme protéine de taille 38 KDa. Etant donné que I’anticorps anti-NPR1.com est
considéré comme spécifique d’NPR1 (https://www.agrisera.com/en/artiklar/npril-nonexpresser-of-
pr-genes-1.html), il est probable que I'antipep0 que nous avons généré reconnaisse spécifiquement

NPR1.

Anti-NPR1.com AntipepO
Eau Me-JA SA Eau Me-JA SA

L —
55kDa

ol =
38kDa

55kDa

Figure 36 : Comparaison des profils obtenus en WB avec I’anti-NPR1.com et I'antipep0. Les plantes ColO d’A.thaliana de 5
semaines ont été cultivées en terre, pulvérisées avec les traitements indiqués puis des prélevements ont été effectués 24h
plus tard. Des quantités équivalentes de protéines ont été déposées puis les WB ont été réalisés a I'aide des anticorps
indiqués. Les colorations au bleu de Coomassie des membranes correspondantes au niveau de la RuBisCo sont montrées.
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2.3.3 Identification des protéines extraites du gel d’acrylamide par spectrométrie de masse
Afin de déterminer si la bande détectée par WB avec l'anticorps antipepO contient la

protéine NPR1, nous avons identifié les protéines situées au niveau de cette bande par spectrométrie
de masse. Pour cela, les mémes échantillons ont été soumis a une électrophorése simultanément sur
deux gels différents dans la méme cuve d’électrophorése afin de s’assurer que la migration est
identique. Le premier gel a été soumis a transfert puis hybridation par I'antipepl. Le second gel
contenant les mémes échantillons a été utilisé pour extraire les bandes correspondant aux zones
auxquelles I'antipep0 s’est hybridé aprés avoir superposé le WB sur le gel d’acrylamide. Ces bandes
ont été découpées pour permettre I'identification des protéines qu’elles contiennent par la plateforme
PAPPSO (UMR Génétique Quantitative et Evolution - le Moulon, PAPPSO, Ferme du Moulon, 91190 Gif
sur Yvette). Entre 100 et 160 protéines sont alors identifiées au niveau des bandes détectées par WB
dont la protéine NPR1 (Annexe 1). NPR1 est donc bien présente au niveau de la bande détectée par

WB (a la taille de 38 kDa).

2.3.4 L'immunisation avec différents peptides synthétiques permet d’obtenir différents
antipeptides détectant la méme bande
Afin de savoir si les anticorps générés a partir de deux peptides situés dans la méme région de

NPR1 (pep0 et pepl, Figure 31) permettent de détecter la méme forme de NPR1, des WB sur les
mémes échantillons ont été réalisés avec les anticorps antipep0 et antipepl. Les anticorps obtenus de
cette maniere permettent de détecter une bande a la méme taille en WB sur des extraits protéiques

d’A. thaliana élicités par un SDP ou une molécule élicitrice des défenses des plantes Figure 37.
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Figure 37 : Comparaison des profils obtenus en WB avec antipep0 et antipepl. Les plantes Col0 d’A.thaliana de 5 semaines
ont été cultivées en terre, pulvérisées avec les traitements indiqués puis des prélevements ont été effectués 24h plus tard.
Des quantités équivalentes de protéines ont été déposées puis le WB a été réalisé a I'aide des anticorps antipepO et antipep1l.
Lad : Marqueur de poids moléculaire.
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2.3.5 Variation de la taille de la bande détectée par I'antipep0
Comme précisé plus haut, et de maniére étonnante, la bande correspondant a la protéine

hybridée par les antipeptides est retrouvée a une taille de 38 kDa chez A. thaliana. La protéine NPR1
sous sa forme monomérique a été décrite a une taille de 65 kDa chez A. thaliana, ce qui correspond a
la taille attendue par analyse informatique (NCBI). Cependant, par souci de rigueur, nous appellerons

la protéine détectée Protéine de Défense NPR1 Like de 38 kDa PDNL38 dans la suite du manuscritl.
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Figure 38 : Comparaison des profils obtenus en WB avec des plantes cultivées dans des conditions différentes. Les plantes
Col0 d’A.thaliana ont été cultivées en terre pendant 5 semaines. Les plantes ColO d’A.thaliana ont été cultivées in-vitro
pendant 3 semaines. Elles ont été pulvérisées avec les traitements indiqués puis des prélevements ont été effectués 24h plus

tard. Des quantités équivalentes de protéines ont été déposées puis le WB a été réalisé a I'aide de I'anticorps antipep0. La
coloration au rouge ponceau de la membrane correspondante est montrée. Lad : Marqueur de poids moléculaire.

Les antipeptides révelent la plupart du temps deux bandes de taille trés proche et ces bandes
sont retrouvées autour de 38 kDa dans de multiples expériences en utilisant de multiples extraits

d’A.thaliana différents.

Afin de tester si le mode de culture est le facteur expliquant la taille inattendue de 38 kDa de
la bande, d’autres expérimentations ont été réalisées avec du matériel végétal obtenu a partir de
culture en terre et in-vitro. Ces WB ont été effectués en utilisant antipep0. Une seule expérience a
permis de mettre en évidence une bande a 65 kDa qui pourrait correspondre a la protéine NPR1 totale.
Dans cette expérience, des plantes cultivées in vitro ont été utilisées avec le tampon habituel. La bande
détectée est alors plus intense lorsque les plantes sont traitées au SA que lorsqu’elles sont traitées a
I'eau (Figure 38). Ceci suggére que la protéine détectée cette fois ci est bien la forme monomérique

de NPR1 décrite dans la littérature.
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2.3.6 Analyse des profils protéiques des mutants npr1
Afin de tester la spécificité de I'anticorps antipep0, deux mutants nprl1 ont été utilisés.

Le mutant npr1.1 (NASC ID N3726) dans un fond ColO a été cultivé en terre afin d’en extraire
les protéines et d’effectuer des westerns blots avec |'anticorps antipep0. L'anticorps antipep0 révele
une accumulation de la bande a 38 KDa aussi bien chez le mutant npr1.1 que chez les plantes sauvages
traitées avec du SA ou du MelJA. Une bande d’une taille d’environ 38 kDa s’accumule dans les mémes
conditions lorsque I'anticorps anti-NPR1.com est utilisé. L’anticorps anti-NPR1.com met en évidence
une autre bande d’une taille d’environ 55 kDa qui n’apparait pas avec l'antipep0. Ces résultats
indiquent que I'antipep0 détecte des bandes a la méme taille que I'anticorps anti-NPR1.com chez les
plantes sauvages et chez le mutant nprl.1 (Figure). La présence de cette bande a 38 KDa suite a un
traitement SA ou MelA chez le mutant npril.1 peut s’expliquer par le fait que la mutation est ponctuelle

chez ces plantes. La protéine est peut-étre traduite mais non fonctionnelle.

Anti-NPR1.com Antipep0
Colo npri.1 Colo npri.1
eau SA Me-JA eau SA Me-JA eau SA Me-JAeau SA Me-JA
65 kDa
55kDa .
38 kDa ‘. - “-ad . .a
55kDa ’ - !

Figure 39 : Comparaison des profils obtenus en western blot avec des plantes Col0 et npri1.1 cultivées dans des conditions
différentes. Les plantes ColO et npr1.1 d’A.thaliana ont été cultivées en terre pendant 5 semaines. Les plantes Col0 et
nprl.1 d’A.thaliana ont été cultivées in-vitro pendant 3 semaines. Elles ont été pulvérisées avec les traitements indiqués
puis des prélevements ont été effectués 24h plus tard. Des quantités équivalentes de protéines ont été déposées puis le
WB a été réalisé a I'aide de I'anticorps antipep0. La coloration au bleu de Coomassie au niveau de la RuBisCo des
membranes correspondantes est montrée.

Un autre mutant npr1 dans un fond Ler a été utilisé, le mutant npri-71. Ce mutant possede un
transposon dans le premier exon de la séquence codant pour la protéine NPR1. Bien que plusieurs
bandes d’intensité assez faible soient détectées dans les plantes Ler et npr1-71, les traitements par le
SA ou par le MeJA ne provoquent pas I'accumulation d’'une bande située autour de 38 KDa détectée
par I'anticorps antipepO (Figure 40). Il n’est donc pas possible de conclure quant a la capacité de cet

anticorps a reconnaitre la protéine NPR1 chez les plantes Ler.
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Figure 40 : Comparaison des profils obtenus en western blot avec des plantes Col0, Ler et npr1.71 Les plantes ColO, Ler et
nprl.71 de 5 semaines ont été cultivées en terre, pulvérisées avec les traitements indiqués puis des prélévements ont été
effectués 24h plus tard. Des quantités équivalentes de protéines ont été déposées puis le WB a été réalisé a I'aide des
anticorps antipep0. La coloration au bleu de Coomassie des membranes correspondantes est montrée. Lad : marqueur de
poids moléculaire.

2.3.7 Test de validation des anticorps sur plusieurs espéces végétales
L’'objectif de ce travail était de générer un anticorps capable de détecter les protéines NPR1 chez

plusieurs espéces. La conception des peptides utilisés pour obtenir les anticorps tenait compte de
I'alignement des séquences peptidiques des protéines NPR1 de plusieurs espéces végétales. Afin de
déterminer la capacité de I'anticorps antipepO a reconnaitre les orthologues de NPR1 chez d’autres
especes, des WB ont été réalisés avec des extraits protéiques issus de vigne, tomate et Brachypodium
distachyon. Pour montrer que la stratégie d’utiliser des peptides dégénérés peut permettre d’obtenir
des anticorps capables de détecter I'activation des défenses chez différentes espéces végétales, des
extraits protéiques de plantes de Brachypodium, Medicago, tomate et de vigne traitées avec du SA, du
MelA ou de I'eau ont été analysés en WB.

Une optimisation des protocoles d’extraction a été nécessaire afin d’obtenir des extraits
protéiques integres. Cette optimisation a consisté a faire varier la composition des tampons
d’extraction et du traitement physique des échantillons.

Deux tampons d’extraction de protéines ont été utilisés : tampon 1 et tampon 2 (voir matériel
et méthodes). Le tampon 1 permet d’obtenir des protéines non dégradées et en quantités suffisantes
chez A. thaliana, B. distachyon et M. truncatula. Les extractions a partir de vigne et de tomate avec le
tampon 1 ne permettaient pas de visualiser des protéines au rouge ponceau, indiquant que ce tampon
n’était pas adapté a la vigne ni a la tomate. Pour la tomate, le tampon 2 a été utilisé et a permis
d’obtenir des protéines non dégradées. Pour la vigne, le tampon 1 ou le tampon 2 ont été utilisés,

associés a une lyse préalable des tissus permettant ainsi d’obtenir des profils protéiques non dégradés.
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Partie 2. Résultats Chapitre 2. ELICITEST

Chez B. distachyon, I'antipep0 ne permet de détecter aucune bande quel que soit le traitement
des plantes. Chez M. trunatula, I'antipep0 permet de détecter une protéine a 38 KDa qui s’accumule

dans les plantes traitées au SA et a I’eau mais pas dans les plantes traitées au MelJA (Figure 41).

A. thaliana B. distachyon M. truncatula
A A A

/ 214 2 Y4 \

SA MeJA eau SA MelA eau SA MelA eau
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Figure 41 : Test de validation de I’anticorps antipep0 par WB sur A. thaliana, B. distachyon, M. truncatula. Les plantes Col0
d’A.thaliana, B. distachyon et M. truncatula ont été cultivées en terre pendant 5 semaines. Elles ont été pulvérisées avec les
traitements indiqués puis des prélevements ont été effectués 24h plus tard. Les protéines ont été extraites a I'aide du tampon
1 (voir matériels et méthodes). Des quantités équivalentes de protéines ont été déposées puis le WB a été réalisé a I'aide de
I"anticorps antipep0. La coloration au rouge ponceau de la membrane correspondante est montrée.
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Figure 42 : Test de validation de I’anticorps antipep0 par WB sur S. lycopersicum et V. vinifera. Les plantes de tomate ont
été cultivées en terre pendant 5 semaines. Elles ont été pulvérisées avec les traitements indiqués puis des prélevements ont
été effectués 24h plus tard. Les protéines ont été extraites a I'aide du tampon 2 (voir matériels et méthodes) Les plantes de
vigne ont été cultivées en terre pendant 5 semaines. Elles ont été pulvérisées avec les traitements indiqués puis les feuilles
ont été prélevées 24h plus tard. Les protéines ont été extraites a I'aide du tampon 1 (voir matériels et méthodes). Des
quantités équivalentes de protéines ont été déposées puis le WB a été réalisé a I'aide de I’anticorps antipep0. La coloration
au bleu de Coomassie des membranes correspondantes est montrée. Lad : marqueur de poids moléculaire.

Chez la tomate, I'antipep0 permet de détecter une protéine autour de 45kDa qui s’accumule
lorsque les plantes ont été traitées avec du SA ou au MeJA (Figure 42).
Chez la vigne, I'antipep0 permet de détecter une protéine autour de 55kDa qui s’accumule

lorsque les plantes ont été traitées avec du SA (Figure 42).
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Ces résultats indiquent que I'anticorps antipepO permet de détecter une protéine qui
s’accumule suite a des traitements éliciteurs de défenses chez plusieurs especes végétales. De plus,

selon I'espece végétale utilisée, des méthodes d’extraction différentes doivent étre mises en ceuvre.

2.3.8 Ces antipeptides permettent une quantification relative de I'activation des défenses
Afin de montrer que les antipeptides permettent une quantification relative de I'activation

des défenses, des extraits d’A. thaliana, connus pour avoir un niveau d’activation des défenses
différent (observé en gPCR sur la base de I'expression du géne PR1), ont été utilisés en WB. Ces
échantillons correspondent a des extraits d’A. thaliana traitées avec du Bion® a différents stades de
croissance. L’intensité de la bande détectée en western blot ramenée a l'intensité de la bande
correspondant a la RuBisCo détectée en bleu de Coomassie est corrélée avec le niveau d’activation des

défenses observé en gPCR (Figure 43).
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Figure 43 : Comparaison de I’expression de PR1, et de I'intensité de la bande détectée en Western blot. Les plantes de Col0
ont été cultivées en terre jusqu’a différents stades de développement 1; 2 ; 3 et 4. Elles ont été pulvérisées avec du Bion®
puis des prélévements ont été effectués 24h plus tard. A Expression de PR1 exprimée en niveau de transcrit PR1 normalisée
par rapport au niveau de transcrits de la Clathrine. B Intensité de la bande détectée en Western blot normalisée par rapport
a l'intensité de la RuBisCo (bleu de Coomassie) des échantillons correspondants. C Détection de la cible de I'antipepO en
Western blot sur les quatre échantillons et coloration de la RuBisCo par le bleu de Coomassie. Des quantités équivalentes de
protéines ont été déposées puis le WB a été réalisé a I'aide de I'anticorps antipep0. La coloration au bleu de Coomassie de la
membrane correspondante est montrée.
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2.3.9 Ces antipeptides peuvent étre utilisés en Immuno précipitation (IP)
Les antipeptides ainsi que l'anticorps commercial ont été utilisés pour effectuer une IP

(Dynabeads™ Protein A, ThermoFisher n°10001D) sur extraits de protéines d’A. thaliana traitées au
SA. La bande de 38 kDa est observée sur le western blot de I'éluat d’IP obtenu avec des extraits de
plante dont les défenses ont été activées. Ces anticorps ont aussi été utilisés pour immunoprécipiter
la protéine recombinante P de taille connue. Cette protéine est détectée en WB sur I'éluat d’IP obtenu
avec les antipeptides, mais pas avec celui obtenu en utilisant I'anticorps commercial (Figure 44). Les
bandes observées autour de 55 kDa correspondent aux chaines lourdes des anticorps utilisés lors de
I’étape d’immunoprécipitation, les bandes retrouvées autour de 20 kDa correspondent aux chaines

légeres de ces mémes anticorps.

WB : antipep0
IP: antipepO IP: Anti-NPR1.com

Prot P SA

Chaine lourde
des anticorps

Prot P

Chaine légére

20kDa des anticorps

Figure 44 : Détection par antipep0 des protéines immunoprécipitées avec antipep0 ou anti-NPR1l.com. La protéine
recombinante NPR1 partielle (P) a été immunoprécipitée avec I'anticorps indiqué puis I'éluat de I'immunoprécipitation utilisé
pour un WB avec I'anticorps antipep0. Les plantes d’A. thaliana ont été cultivées en terre pendant 5 semaines. Elles ont été
pulvérisées avec les traitements indiqués puis les feuilles ont été prélevées 24h plus tard. Les protéines ont été extraites puis
immunoprécipitées avec les anticorps indiqués. L’éluat de I'immunoprécipitation est utilisé pour un WB avec I'anticorps
antipep0

2.4 Discussion
2.4.1 Spécificité des antipeptides développés

Nous avons développé au cours de cette thése deux antipeptides destinés a reconnaitre la forme
active monomérique de la protéine NPR1. Les résultats obtenus ont soulevé plusieurs questions liées
a la spécificité de ces antipeptides et a leur intérét en tant qu’outil de détection de I'activation des
défenses. L'antipeptide développé détecte une ou deux bandes autour de 38 kDa au lieu des 65 kDa,

taille attendue pour la protéine NPR1. Par ailleurs, la ou les bandes autour de 38 kDa sont détectées
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chez le mutant npr1.1. Ceci pourrait suggérer que les antipeptides ne sont pas capables de s’hybrider
sur NPR1 mais sur une protéine inconnue. Cependant, les différentes approches expérimentales mises
en ceuvre dans cette thése nous ont permis d’identifier 5 arguments qui confortent I’"hypothése selon

laquelle ces antipeptides sont capables de s’hybrider sur une forme encore non décrite de NPR1.

1. Les séquences des peptides Pepl et Pep0 qui sont conservées dans la zone BTB/POZ
de la protéine NPR1 ne se sont présentes dans aucune autre protéine connue d’apres une analyse par
BLAST hormis NPR4 et NPR6 pour Pep0Q. Donc, les antipeptides antipepO et antipepl devraient
permettre de cibler la protéine NPR1.

2. Une (parfois 2) bande(s) plus intense(s) est(sont) détectée(s) par les antipeptides
antipepO et antipepl chez les plantes d’A. thaliana traitées avec des produits connus pour activer les
défenses, par rapport aux témoins. L'intensité de cette bande est corrélée au niveau de I'expression
du géne PR1 chez A. thaliana (Figure 43). De plus, antipepO (congu pour plusieurs plantes) reconnait
une protéine qui s’accumule dans les vignes et les tomates traitées avec des produits connus pour
activer les défenses. Ces antipeptides permettent donc de détecter une ou plusieurs protéine(s) qui
s’accumule(nt) lors de la mise en place des défenses.

3. Les 4 anticorps utilisés: antipep0 (congu pour plusieurs plantes), antipepl
(spécifiguement congu plusieurs plantes), anti-NPR1.X.D et anti-NPR1.com sont capables de
reconnaitre la protéine recombinante couvrant les 260 premiers acides aminés de la protéine NPR1
(Figure 33 & 34). Les antipeptides que nous avons développés sont donc bien capables de détecter la
protéine NPR1.

4, Les 4 anticorps utilisés sont capables de détecter une ou des bandes située(s) a la
méme taille de 38 kDa chez A. thaliana présentant le méme profil d’accumulation dans les mémes
échantillons. Cela suggére que ces 4 anticorps reconnaissent la méme protéine. Etant donné que les
deux anticorps anti-NPR1.X.D et anti-NPR1l.com sont décrits dans la littérature comme étant
spécifiques de la protéine NPR1, les résultats décrits en 3- et 4- suggerent que les antipeptides
antipepO0 et antipepl reconnaissent NPR1.

5. Les bandes détectées a 38 kDa ont été découpées a partir du gel d’acrylamide pour
identifier les protéines présentes. Trois peptides spécifiques de la protéine NPR1 et situés en N-
terminal ont été retrouvés par spectrométrie de masse (Annexe 1). Aucun peptide correspondant a
NPR4 ou NPR6 n’a été retrouvé. Ce résultat indique que la protéine NPR1 est bien présente au niveau

de la bande détectée a la taille de 38 KDa.

Ces 5 arguments suggerent donc fortement que les antipeptides antipepO et antipepl
détectent la protéine NPR1. Afin de valider définitivement et de maniere irréfutable que NPR1 est bien

la cible des antipeptides antipep0 et antipepl, il faudrait utiliser un mutant KO nprl1. Nous avons utilisé
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deux mutants nprl différents : le mutant nprl.1 est dans fond ColO portant une tyrosine a la place de
I’histidine 334 dans le domaine ankyrines de la protéine NPR1 (Cao et al., 1997) et le mutant npr1.71
est dans un fond Ler portant I'insertion d’un transposon dans le premier exon du gene NPR1 (Canet et

al., 2010).

Les antipeptides antipepO0 et antipepl sont capables de détecter des bandes a 38 kDa chez le
mutant nprl.1 suite a un traitement SA ou MelA. La détection de cette bande a 38 kDa n’est pas
incohérente avec le fait que les antipeptides reconnaissent la protéine NPR1. Il est tout a fait possible
qgue la mutation ponctuelle chez le mutant nprl.1 n’affecte pas I’antigénicité de la protéine NPR1 car
la zone reconnue par les antipeptides (acides aminés 46 a 59 pour pep0, et acide aminés 80 a 93 pour
pepl) se situe en amont de la mutation (His334). D’autres mutants produits par la méme équipe sont

disponibles en fond Col0 mais ils sont tous issus d’'une mutagénéese EMS.

Les traitements par le SA ou par le MelJA ne provoquent pas I'accumulation d’une bande
détectée par antipepO chez Ler. Il n’est donc pas possible de conclure quant a la capacité de cet

anticorps a reconnaitre la protéine NPR1 chez les plantes Ler.

2.4.2 Hypothéses sur les mécanismes de clivage potentiels de la protéine NPR1
Nos résultats indiquent qu’il existerait une forme de la protéine NPR1 qui serait une forme

clivée qui n’a jamais été décrite dans la littérature a notre connaissance. Pour expliquer la taille des
bandes obtenues, il est possible que la protéine NPR1 soit clivée par un mécanisme encore inconnu,
et que cette forme clivée de NPR1 soit impliquée dans les voies de défenses dépendantes du SA et du
MelA. La localisation de cette forme clivée de NPR1 dans la cellule ainsi que les mécanismes,
I'impliquant dans ces voies de défenses, sont a I’heure actuelle inconnus. Par contre, au vu de la
méthode de conception de ces anticorps, il est certain que ces formes de NPR1 seraient constituées
de la partie N-terminale de la protéine. En effet les peptides utilisés pour obtenir ces anticorps
correspondent a une partie située dans la séquence N-ter de la protéine NPR1 au début du domaine
BTB/POZ. De plus, les peptides de NPR1 détectés en spectrométrie de masse se situent tous les trois
dans cette partie N-terminale, en amont de la séquence de PepO et de Pepl. Les formes de NPR1
potentiellement détectées par antipep0 et antipepl ont une taille comprise entre 38 et 40 kDa. Cela
suggere que ces formes de NPR1 seraient clivées au niveau de leur domaine de répétitions ankyrines
(Figure 45). Les westerns blots étant effectués en condition non-dénaturante, le marqueur de poids
moléculaire ne permet d’obtenir qu’approximativement les tailles des protéines observées, les sites
de clivages précis ne peuvent pas étre définis. Si la protéine NPR1 était soumise a un clivage par des
protéases, il devrait étre possible d’identifier des sites potentiels de clivage in silico. Afin d’identifier

ces sites potentiels de clivage dans la séquence peptidique de la protéine NPR1 permettant de libérer
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un peptide d’environ 38 KDa, plusieurs algorithmes disponibles en ligne ont été utilisés. L’utilisation

de PeptideCutter (https://web.expasy.org/peptide cutter/) a permis d’identifier une protéase

potentiellement capable de cliver la protéine NPR1 au niveau de I'acide aminé 363 en libérant un
peptide de 40,11 kDa. Cette protéase retrouvée uniquement dans le sang des mammiferes selon NCBI
(Facteur Xa) ne possede pas d’orthologue chez les plantes. Ceci ne veut pas dire qu’il n’y a pas de
clivage médié par une protéase, car le logiciel utilisé ne teste pas les sites de toutes les protéases
existant chez les plantes. Ainsi, lorsque I'on utilise le logiciel en ligne Prosper

(https://prosper.erc.monash.edu.au/webserver.html), il ressort que des sites spécifiques des

métallopeptidases 2-9 & 3 sont situés autour du 330°™ acide aminé. Le clivage de la protéine NPR1
par une métallopeptidase pourrait donc expliquer la taille observée en western blot détectée a I'aide

des antipeptides (Figure 46).
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Figure 45 : Alignement de NPR1 avec le peptide ayant servi a la conception de I'antipep0, avec les trois peptides séquencés
lors du séquencgage de la bande détectée en western blot (pep seql — 2 & 3) et avec la protéine clivée soit a 38, 39 ou 40
kDa. Les domaines de NPR1 sont représentés au-dessus des séquences et la zone dans laquelle a lieu le clivage potentiel est
encadrée en rouge.
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Figure 46 : Clivage in silico obtenu a I'aide du logiciel en ligne Prosper. Les sites de clivages permettant d’expliquer la taille
attendue sont encadrés en rouge.

Deux métallopeptidases identifiées chez A. thaliana, TOP1 et TOP2, sont connues pour étre
des récepteurs du SA (Moreau et al., 2013) et avoir un réle dans la régulation du stress oxydatif induit
par un agent pathogene (Westlake et al., 2015). Les génes codants pour ces protéines sont induits par
I'application de SA exogeéne ou par l'inoculation avec un agent pathogene tel que P. syringae pv.
tomato DC3000 (Zampogna, 2012). TOP1 et TOP2 se lient au SA avec une affinité différente et leur
liaison au SA inhibe leur activité peptidase. TOP1 est décrit comme étant adressé aux chloroplastes de
maniere dépendante du SA; et TOP2 est localisé dans les chloroplastes mais également dans le
cytoplasme. Ces protéines ont été décrites comme étant nécessaires a la mise en place de I'ETI en
réponse a des bactéries avirulentes. En effet, les mutants top1 et top2 ne sont plus capables de mettre
en place I'ETI lorsqu’ils sont inoculés avec des souches avirulentes de P. syringae pv. tomato (Moreau
et al., 2013). Dans ce cas, le haut niveau de SA inhibe I'activité peptidase de TOP1 et TOP2, ce qui
suppose que leur implication dans I'ETI est liée au fait qu’elles ne sont plus capables de cliver une
protéine substrat importante dans la mise en place de I'ETI. En situation de concentration en SA
modérée, I'activité peptidase de TOP1 et TOP2 n’est pas inhibée, et elles peuvent alors cliver des
substrats inconnus permettant ainsi la mise en place des défenses. Dans nos conditions
expérimentales, les concentrations en SA sont modérées. Ces conditions pourraient étre suffisantes
pour conduire a lI'accumulation de TOP1 et TOP2 mais ne conduiraient pas a leur inactivation.
L’accumulation de TOP1 et/ou TOP2 pourrait donc conduire au clivage de la protéine NPR1. La
localisation nucléo-cytoplasmique de TOP2 suggere que cette peptidase pourrait étre responsable du

clivage de la protéine NPR1. Il est aussi possible que ce clivage soit di a un autre mécanisme non
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identifié. Cette hypothése mériterait d’étre étudiée en essayant, par exemple, d’effectuer un clivage

in vitro de NPR1 par TOP2.

2.4.3 Une analogie avec les systémes animaux
Comme cela a été décrit dans I'introduction, la protéine NPR1 contient un domaine ankyrines

qui présente une forte homologie avec les domaines ankyrines des protéines du complexe NF-xB
impliqué dans I'immunité chez les animaux. Plusieurs protéines peuvent étre impliquées dans ce
complexe et former différentes combinaisons. Brievement, dans ce complexe, des protéines contenant
un domaine ankyrines forment des diméres avec un facteur de transcription dans le cytoplasme,
empéchant son activité. Le clivage de ces protéines a domaine ankyrines conduit a I'adressage du
dimére au noyau et permet aux facteurs de transcription d’activer leurs génes cibles. Nos résultats

suggerent un mode d’action de la protéine NPR1 similaire a celui de ce complexe NF-kB.

Chez les plantes, les données de la littérature indiquent que le mécanisme par lequel agit la
protéine NPR1 le plus documenté correspond a celui impliquant une monomeérisation de NPR1 en
réponse au SA suivie d’'une migration du monomere vers le noyau. Dans le cadre de cette these, nous
suggérons l'existence d’un autre mécanisme qui présenterait des similitudes avec les voies non
canoniques du complexe NF-kB décrites en introduction 1.3.5. Ce nouveau mécanisme impliquerait le
clivage et la monomérisation de la protéine NPR1 en réponse aussi bien au SA qu’au MelA. La protéine
NPR1 clivée peut jouer un réle soit dans le cytoplasme soit dans le noyau ou elle s’associerait a des
facteurs TGA. Ce modele estillustré dans la Figure 47. Dans I’hypothése ou elle resterait dans le cytosol
elle pourrait avoir un réle d’inhibition ou d’activation de la signalisation des voies de défenses en
interagissant avec des partenaires impliqués dans ces voies. En effet, il a été montré que la forme
cytosolique de NPR1 pouvait jouer un rdle dans la balance SA/JA (Spoel, 2003). Ainsi le réle précis et
le mode de fonctionnement de cette partie clivée de NPR1 reste a élucider et ses partenaires potentiels

a découvrir.
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Figure 47 : Comparaison entre I’hypothése d’une voie non canonique impliquant NPR1 chez les plantes et ce qui est connu
chez les animaux. Chez les plantes, le schéma représente la voie impliquant une monomeérisation de NPR1 connue jusqu’a
présent (considérée comme canonique) et I’hypothése d’une voie non canonique impliquant un clivage de NPR1. NPR1c
représente la protéine NPR1 clivée identifiée dans cette thése qui pourrait agir soit de maniere nucléaire et permettre
I'activation de genes de défense en agissant tel un facteur de transcription ou en en recrutant, soit de maniére cytoplasmique,
dans ce cas son role reste a découvrir. Chez les animaux la voie canonique implique la dégradation de I'inhibiteur I-kB alors
que les autres voies non canoniques impliquent le clivage de p100 ou p105 en p52 ou p50. Ces dégradations ou clivage
permettent I'adressage des facteurs kB au noyau permettant I'induction de différents génes de défenses cellulaires en
fonction des oligomeéres impliqués D’apres (Gilmore, 2006).

2.4.4 Hypothése d’'une autre protéine marqueur de I'immunité
Malgré les différents arguments qui plaident en faveur de la capacité des antipeptides

antipep0 et antipepl a reconnaitre la protéine NPR1 in planta, il est possible que la protéine détectée

ne soit pas NPR1.

Dans ce cas, la protéine détectée reste a découvrir. Cette protéine serait une protéine clé dans
les voies de défenses cellulaires qui est conservée au sein du régne végétal, car on la retrouve toujours
en plus grande quantité lorsqu’un produit connu pour activer les défenses des plantes est pulvérisé
sur les plantes et cela sur différentes espéces végétales (Arabidopsis, tomate et vigne). Ainsi,
I'antipeptide développé reste un bon marqueur de I'activation des défenses utilisable autant en

recherche fondamentale sur A. thaliana, qu’en agronomie dans le cadre du développement des SDP.
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Il serait intéressant de montrer que l'induction de cette protéine aprés un traitement SDP est

retrouvée chez d’autres plantes d’intérét agronomique.
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Chapitre 3. GUSTAVE

3.1 Principe du test
Afin de montrer I'effet potentiellement stimulateur de défense de produits en cours de

développement, I'entreprise Staphyt souhaitait avoir un test simple et a faible co(t a disposition afin
de le proposer a ses clients. L'entreprise Staphyt maitrise déja les expérimentations au champ et
I'anticorps présenté dans le chapitre 2 permet de montrer I'activation des défenses au niveau
protéique. Nous avons donc décidé de développer un test permettant de montrer I'activation des
défenses chez A. thaliana au niveau de I'expression des génes. La technique de la gRT PCR nécessite
d’avoir a disposition un certain nombre de machines assez colteuses, de plus les consommables utiles
pour ce type d’expérimentation ont eux aussi un colt élevé et les différentes étapes de préparation
des échantillons sont relativement longues a effectuer et impliquent donc un co(t élevé en terme de
temps technicien. Nous avons décidé d’utiliser des plantes possédant des constructions de type fusion
transcriptionnelle afin de développer ce test. Nous nous sommes basés sur les travaux de I'équipe du
Professeur C. Pieterse (Koornneef and Pieterse, 2008) et avons décidé d’utiliser les constructions
présentées dans cette publication pour mettre au point ce test que nous avons appelé GUSTAVE pour
GUS Technologie for Analyse and Validate your plant Elicitor. Dans cette publication A. Koornneef
montre que le traitement au SA induit 'accumulation d’ARNm de PR1 ainsi que I'expression du géne
GUS sous le controle du promoteur du géne PR1 dans une construction pPR1 ::GUS, mais n’induit pas
I"'accumulation d’ARNm de PDF1.2 ni I’expression du gene GUS sous le contréle du promoteur du géne
PDF1.2 dans une construction pPDF1.2 ::GUS. Le traitement au MelA induit I'accumulation d’ARNm de
PDF1.2 ainsi que I'expression du géne GUS sous le contréle du promoteur du géne PDF1.2 dans une
construction pPDF1.2 ::GUS , mais n’induit pas I'accumulation d’ARNm de PR1 ni I’expression du géne
GUS sous le contréle du promoteur du géne PR1 dans une construction pPR1 ::GUS. Le traitement avec
les deux composés induit 'accumulation d’ARNm de PR1 ainsi que I'expression du gene GUS sous le
contréle du promoteur du gene PR1 dans une construction pPR1:GUS, mais n’induit pas
I'accumulation d’ARNm de PDF1.2 I'expression du gene GUS sous le contréle du promoteur du géne
PDF1.2 dans une construction pPDF1.2 ::GUS (Figure48). Ceci montre l'antagonisme des voies

impliquant le SA et le JA.

L’utilisation de SDP repose sur I'activation des voies de défense de la plante dépendantes du SA
ou du JA pour limiter I'infection par les agents pathogénes bactériens ou fongiques. Dans certains cas, les
SDP n’activent pas directement I'expression des génes de défenses, mais induisent des mécanismes
en amont de ces genes de défense qui lui permettant de répondre plus rapidement suite a un stress

biotique, ce phénomene est appelé potentialisation.
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Afin de mettre en évidence I'activation ou la potentialisation de I'une ou I'autre de ces deux voies, des
plantes exprimant un gene rapporteur qui s’active en réponse au SA ou au MeJA respectivement, ont
été utilisées. En effet, le MelA est connu pour activer la voie JA. Les plantes utilisées expriment un gene
rapporteur codant pour la B-glucuronidase (GUS) sous le contréle du promoteur du géne PR1 ou du
gene PDF1.2 respectivement. L’enzyme GUS est capable de cliver le substrat X-Gluc (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-B-D-glucuronic acid, cyclohexylammonium) et produit un précipité bleu et insoluble. Pour
mettre en évidence 'activation de I'enzyme GUS, les plantes sont incubées dans le X-Gluc. Si une
coloration bleue apparait, 'enzyme GUS a été activée et la voie de défense considérée a été activée.
Les résultats présentés sont ceux obtenus a partir des graines libres de droit obtenus aupres du NASC

(http://arabidopsis.info/).

SA - + - +
MeJA - - + +
PR-1 - e

PDF1.2 =
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PR-1

PDF1.2

Figure 48 : Activation des deux voies de défense impliquant le SA ou le JA (Koornneef and Pieterse, 2008). Les plantes sont
non traitées, traités avec 1 mM de SA, 0.1 mM de MelJA ou les deux. A : Expression des genes PR1 et PDF1.2 analysées RT-
PCR. B : Expression du gene GUS sous le contréle des promoteurs des genes PR1 et PDF1.2.

Ainsi nous avons proposé d’utiliser les plantes possédant les deux fusions transcriptionnelles
décrites ci-dessus selon deux protocoles différents : le premier destiné a montrer I’activation directe
des défenses par un produit ; le deuxieme destiné a montrer I'effet potentialisateur d’un produit. Ces
deux protocoles sont décrits dans les Figures 49 et 61 dans les parties ci-dessous et dans la partie

Matériel et méthode, et sont utilisés en paralléle sur les deux constructions.
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3.2 Validation de la réponse des plantes exprimant les constructions
Afin de valider les constructions en notre possession dans nos conditions expérimentales, nous

avons tout d’abord effectué des tests d’activation directe des défenses en utilisant les différents
témoins positifs (SA, MelA) et négatif (eau et DMSO), et en utilisant le protocole d’élicitation (Matériel

et méthodes, Figure 49)
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Figure 49 : Schéma du protocole permettant de montrer I'activation directe des défenses. Les plantes de 3 semaines sont
pulvérisées a I'aide des produits testés ou des témoins. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes
sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées.

Nous avons testé la construction pPR1 ::GUS en traitant les plantes a I'aide d’eau, de SA, de
MelA et de DMSO (Figure 50).

Traitement: Eau SA MelA DMSO

Figure 50 : Test de validation de la construction pPR1::GUS. Les plantes de 3 semaines sont pulvérisées avec les traitements
indiqués. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de
coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées.

Les plantes traitées avec de I'eau, du MelJA ou du DMSO ne montrent pas de coloration bleue
et les plantes traitées avec du SA montrent une coloration bleue. Ainsi, seul le traitement avec du SA
a permis I'accumulation du composé bleu et induit donc I'expression du géne GUS sous le contréle du
promoteur du géne PR1. Cette construction nous permet donc de montrer |’activation de I'expression

du géne PR1 et donc de la voie de défense impliquant le SA.

Nous avons ensuite testé la construction pPDF1.2::GUS en traitant les plantes a I'aide d’eau,

du SA, du MeJA et du DMSO (Figure 51).

91



Partie 2. Résultats Chapitre 3. GUSTAVE

Traitement: Aucun MelA DMSO

Figure 51 : Test de validation de la construction pPDF1.2 ::GUS. Les plantes de 3 semaines sont non traitées, pulvérisées
avec les traitements indiqués. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et incubées
dans le tampon de coloration pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées.

Toutes les plantes présentent une coloration bleue, nous avons supposé que le temps
d’incubation dans le tampon (durant la nuit) était trop long, nous avons donc testé différents temps

d’incubation (Figure 52)

Traitement: Eau Aucun SA MelA DMSO

Incubation

10min

3h

Figure 52 : Test de validation de la construction pPDF1.2::GUS. Les plantes de 3 semaines sont non traitées, pulvérisées a
avec les traitements indiqués. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et incubées
dans le tampon de coloration GUS pendant le temps indiqué avant d’étre décolorées et photographiées.

Toutes les plantes présentent une coloration bleue similaire, ce n’est donc pas un temps
d’incubation trop long dans le tampon qui a amené a cette coloration. Nous avons alors testé de les
cultiver avec d’autres milieux de culture (in vitro ou en terre) afin de vérifier si nos conditions de culture
ne sont pas a I'origine de cette coloration. Les mémes résultats ont alors été obtenus quelle que soit
la méthode de culture utilisée (données non montrées). Dans nos conditions, I'expression de la
construction pPDF1.2::GUS est constitutive. Elle n’a donc pas été validée comme permettant de

développer le test GUSTAVE.
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Une nouvelle construction possédant le gene rapporteur GUS sous le controle du promoteur
du gene LOX2 a alors été identifiée comme pouvant étre un bon rapporteur de I'activation de la voie
JA (Jensen et al., 2002). Cette construction a donc été commandée aupres du NASC puis a été testée
dans les conditions précédemment décrites afin de vérifier si elle pouvait étre utilisée dans le cadre de

GUSTAVE (Figure 53).

Traitement: Eau SA MelA DMSO

Figure 53 : Test de validation de la construction pLOX2 ::GUS. Les plantes de 3 semaines sont pulvérisées avec les traitements
indiqués. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de
coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées.

Les plantes traitées avec de I'eau, du SA ou du DMSO ne montrent pas ou peu de coloration et
les plantes traitées avec du MeJA montrent une coloration bleue. Ainsi, seul le traitement avec du
MelA a permis I'accumulation du composé bleu et induit donc I'expression du géne GUS sous le
contrdle du promoteur du gene LOX2. Cette construction nous permet donc de montrer |'activation

de I'expression du géne LOX2 et donc de la voie de défense JA/ET.

3.3 Mise au point de la cinétique d’activation
Afin d’optimiser le protocole permettant de visualiser I'activation des défenses en utilisant les

constructions pPR1::GUS et pLOX2::GUS le temps nécessaire a la visualisation de I'activation des deux
voies de défenses a été déterminé. Ainsi, il sera aussi possible de visualiser si une des deux voies est
activée avant l'autre. Les plantes possédant I'une ou l'autre des deux constructions pPR1::GUS et
pLOX2::GUS sont traitées avec du SA et du MelA respectivement. Les plantes sont alors prélevées et
incubées dans le tampon de coloration a différents temps : 15min, 1h, 3h, 6h, Sh, 12h, 15h, 18h, 21h

ou 24h apres le traitement (Figure 54).
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Partie 2. Résultats Chapitre 3. GUSTAVE
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Figure 54 : Schéma du protocole permettant de montrer le temps nécessaire a I’activation directe des défenses. Les plantes
de 3 semaines possédant les constructions pPR1::GUS et pLOX2::GUS sont pulvérisées respectivement avec du SA et du MelA
respectivement. Les plantes sont alors remises en culture durant un temps X= 15min, 1h, 3h, 6h, 9h, 12h, 15h, 18h, 21h ou
24h puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et
photographiées.

1h 15h 18h 21h 24h

Figure 55 : Test permettant de montrer le temps nécessaire a I'activation directe des défenses. Les plantes de 3 semaines
possédant la construction pPR1::GUS sont pulvérisées avec du SA. Les plantes sont alors remises en culture pendant le temps
indiqué puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées
et photographiées. Chaque expérimentation a été réalisée 2 fois.

L’expression du géne GUS est détectée a partir de 6h aprées traitement avec SA (Figure 55).
Cela indique que I'activation du promoteur du géne PR1 commence entre 3 et 6h apres le traitement
SA. Cette construction nous permet donc de montrer I’activation de I'expression du géne PR1 et donc

de la voie de défense impliquant le SA dés 6h apres le traitement.

Figure 56 : Test permettant de montrer le temps nécessaire a I'activation directe des défenses. Les plantes de 3 semaines
possédant la construction pLOX2::GUS sont pulvérisées avec du MelA + DMSO. Les plantes sont alors remises en culture
pendant les temps indiqués puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit
avant d’étre décolorées et photographiées. Chaque expérimentation a été réalisée 2 fois.

L’expression du géne GUS est détectée a partir de 6h aprés traitement avec MelJA (Figure 56).

Cela indique que I'activation du promoteur du gene LOX2 commence entre 3 et 6h apres le traitement
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MelA. Cette construction nous permet donc de montrer I'activation de I'expression du géne LOX2 et

donc de la voie de défense impliquant le JA dés 6h apreés le traitement.

3.4 Spécificité de I’élicitation

Afin de tester la spécificité des constructions pPR1::GUS et pLOX2::GUS vis-a-vis des voies de
défenses SA et JA, 'effet d’autres hormones impliqués dans les réponses aux stress biotiques et
abiotiques a été testé. Ainsi, les plantes sont traitées avec du SA et du MeJA comme témoins positifs
mais aussi avec de I’ABA, de I'lAA (une auxine), du BAP (une cytokinine) et de I’ACC (un précurseur de

I’éthyléne) ainsi qu’avec les témoins négatifs correspondants.

Dans le but de déterminer s’il existe une interaction synergique ou antagoniste entre le SA et
le MelA sur l'activation de ces fusions transcriptionnelles, un traitement simultané avec les deux

composés a été effectué.

Les plantes possédant la construction pPR1::GUS sont pulvérisées avec ces différentes
hormones ou combiné d’hormones afin de visualiser I'effet direct de ces produits sur la voie SA (Figure

57).

Eau SA MelA DMSO ABA IAA BAP ACC SA + MelA

Figure 57 : Test de I'activité de différentes hormones sur les plantes possédant la construction pPR1 ::GUS. Les plantes de
3 semaines sont pulvérisées avec les traitements indiqués. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les
rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et
photographiées. Chaque expérimentation a été réalisée 2 fois.

Les plantes traitées avec de I'eau, du MelA, du DMSO, de I’ABA, de I'lAA, du BAP et de I'ACC
ne montrent pas de coloration et les plantes traitées avec du SA et simultanément avec du SA et du
MelA montrent une coloration bleue. Les plantes possédant la construction pPR1::GUS ne répondent
donc gu’au SA et répondent au traitement simultané avec du SA et du MeJA comme montré par
Koornneef en 2008 (Koornneef and Pieterse, 2008). Cette construction nous permet donc de montrer
I’activation de I'expression du géne PR1 et donc I'activation de la voie de défense impliquant le SA de

maniere spécifique.
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Les plantes possédant la construction pLOX2::GUS pulvérisées avec les différentes hormones

ou combiné d’hormones afin de visualiser I'effet direct de ces produits sur la voie JA (Figure 58).

Eau SA MelA DMSO ABA IAA BAP ACC SA + MelA

Figure 58 : Test de I'activité de différentes hormones sur les plantes possédant la construction pLOX2 ::GUS. Les plantes
de 3 semaines sont pulvérisées avec les traitements indiqués. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les
rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et
photographiées. Chaque expérimentation a été réalisée 2 fois.

Les plantes traitées avec de |'eau, du SA, du DMSO, de I'ABA, de I'lAA, du BAP et de I'ACC ne
montrent pas de coloration et les plantes traitées avec du MelA et simultanément avec du SA et du
MelA montrent une coloration bleue. Cette construction nous permet donc de montrer I'activation de
I’expression du géne LOX2 et donc I'activation de la voie de défense impliquant le JA, de maniére
spécifique. Le traitement simultané avec du SA et du MelJA active aussi cette voie, contrairement a ce
qui avait été montré par A. Koornneef en 2008 (Koornneef and Pieterse, 2008) Ainsi I'utilisation de

cette construction ne montre pas |'effet antagoniste des voies impliquant le SA et le JA.

3.5 Réponse a différents SDP et éliciteurs
Les plantes sont traitées avec différents SDP commerciaux et éliciteurs connus pour avoir une

action sur les voies de défenses. Elles sont donc pulvérisées avec du Bion®, du Vacciplant, du Stifenia,
du Messager®, du BABA, du chitosan, de la flagelline, ainsi qu’avec les témoins négatifs

correspondants.

Les plantes possédant la construction pPR1::GUS sont pulvérisées avec ces SDP et éliciteurs

afin de visualiser I'effet direct de ces produits sur la voie SA (Figure 59).

Eau SA MelA DMSO Bion® Vacciplant Stifenia Messager® BABA Chitosan Acide acétique Flagelline
+DMSO

Figure 59 : Test de I’activité de différents SDP et éliciteurs sur les plantes possédant la construction pPR1 ::GUS. Les plantes
de 3 semaines sont pulvérisées a I'aide avec les traitements indiqués. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h
puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et
photographiées. Chaque expérimentation a été réalisée 2 fois.
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Les plantes traitées avec du Vacciplant, du Stifenia, du Messager®, du BABA, du Chitosan ou
de la flagelline, ainsi qu’avec le témoin correspondant ne montrent pas de coloration et les plantes
traitées avec du Bion® montrent une coloration bleue. Ainsi seul le traitement avec du Bion® a permis

d’activer I'expression du gene PR1 et donc I'activation de la voie de défense impliquant le SA.

Les plantes possédant la construction pLOX2::GUS sont donc pulvérisées avec ces SDP et éliciteurs afin

de visualiser I'effet direct de ces produits sur la voie JA (Figure 60).

Eau SA MelA DMSO Bion® Vacciplant Stifenia Messager BABA Chitosan Acide acétique Flagelline
+ DMSO

Figure 60 : Test de I'actnvnte de différents SDP et éliciteurs sur les plantes possédant la construction pLOX2 ::GUS. Les
plantes de 3 semaines sont pulvérisées avec les traitements indiqués. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h
puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et
photographiées. Chaque expérimentation a été réalisée 2 fois.

Les plantes traitées avec du Bion®, du Vacciplant, du Stifenia, du Messager®, du BABA, du
Chitosan ou de la flagelline, ainsi qu’avec le témoin correspondant ne montrent pas de coloration. Ainsi
aucun de ces SDP ou éliciteurs n’a induit I'expression du géne LOX2. La voie de défense impliquant le

JA n’est donc activée par aucun de ces SDP ou éliciteurs.

3.6 Test de I'activité de potentialisation de différents SDP et éliciteurs
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Figure 61 : Schéma du protocole permettant de mettre en évidence la potentialisation des défenses. Les plantes de 3
semaines sont pulvérisées avec de I'eau, ou du produit testé puis remises en culture durant 48h. Elles sont alors de nouveau
traitées, avec du SA, du MelA, de I'eau ou de la flagelline ou du chitosan afin de mimer la présence d’un agent pathogene
bactérien ou fongique. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et incubées dans
le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées.

Afin de montrer si le test GUSTAVE permet de montrer I'effet potentialisateur des SDP, les
plantes possédant les constructions pPR1::GUS et pLOX2::GUS sont traitées une premiére fois avec les

SDP commerciaux a notre disposition ainsi qu’avec le BABA puis sont traitées 48h apres avec de la

97



flagelline ou du chitosan afin de mimer la présence d’un agent pathogéne bactérien ou fongique

(Figure 61).

Les plantes possédant les constructions pPR1::GUS sont donc traitées en suivant le protocole
de potentialisation. Cette expérience a d’abord été effectuée a I'INRA en utilisant uniquement du
Bion®, du Vacciplant et du Stifenia puis du chitosan et de la flagelline et a permis de montrer deux fois
I’effet potentialisateur de ces produits (données non montrées). Elle a ensuite été effectuée dans le
laboratoire de Staphyt (deux fois aussi) en utilisant du Messager et du BABA en plus et les résultats
obtenus ont été moins contrastés. Il a été choisi de ne montrer que les résultats obtenus dans le
laboratoire de Staphyt car I'expérimentation similaire avec les plantes possédant la construction

pLOX2::GUS n’a été effectuée que dans ces conditions.

Traitement 1: Eau Eau Eau Eau Eau Bion® Vacciplant Stifenia Messager® BABA
Traitement 2 : Eau SA MelA Chitosan Flagelline Eau Eau Eau Eau Eau
o

Traitement 1: Bion® Vacciplant Stifenia Messager® BABA Bion® Vacciplant Stifenia Messager® BABA
Traitement 2 : Flagelline Flagelline Flagelline Flagelline Flagelline Chitosan Chitosan Chitosan Chitosan Chitosan

Figure 62 : Test de I'activité potentialisatrice d’éliciteurs sur les plantes possédant la construction pPR1 ::GUS .Les plantes
de 3 semaines sont pulvérisées avec de I'eau, ou du produit testé puis remises en culture durant 48h. Elles sont alors de
nouveau traitées, avec du SA, du MelA, de I'eau ou de la flagelline ou de chitosan afin de mimer I'arrivée d’un agent
pathogene bactérien ou fongique. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et
incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées. Chaque
expérimentation a été réalisée 2 fois.

Pour les témoins négatifs de potentialisation (pas de traitement mimant I'arrivée d’un agent
pathogene), seules les plantes traitées a I'eau puis au SA (témoin positif), au Bion® puis a |'eau,
montrent une coloration. Ceci est cohérent avec les résultats obtenus précédemment qui montrent
que ces produits ont une activité d’élicitation directe sur les plantes possédant cette construction
pPR1 ::GUS. Pour les conditions auxquelles les plantes ont été soumise a un traitement mimant I'arrivé
d’un agent pathogéne (test de potentialisation) les plantes traitées avec du Bion® puis avec de la
flagelline, avec du Bion® puis du chitosan, avec du Vacciplant puis de la flagelline, avec du BABA puis
de la flagelline, avec du Stifenia puis du chitosan et avec du BABA puis du Chitosan montrent une
coloration bleue. Pour les plantes traitées d’abord avec du Bion®, ceci ne montre pas un effet
potentialisateur car lorsque ni flagelline ni chitosan ne sont rajoutés, la coloration est similaire. Par

contre les plantes traitées en premier lieu avec du Vacciplant, du Stifenia ou du BABA, la coloration
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n’apparait qu’aprés qu’elles aient subi un deuxiéme traitement, soit avec de la flagelline, soit avec du
chitosan alors que le traitement avec de la flagelline ou du chitosan seul n’induit pas de coloration
(Figure 62). Ceci suggére que le Vacciplant le Stifenia et le BABA sont capable d’induire une
potentialisation au niveau de I'expression du géne PR1 et donc une potentialisation de la voie de

défense impliquant le SA.

Les plantes possédant les constructions pLOX2::GUS sont aussi traitées en suivant ce

protocole de potentialisation (Figure 63).

Traitement 1: Eau Eau Eau Eau Eau Bion® Vacciplant Stifenia Messager® BABA
Traitement 2: Eau SA MelA Chitosan Flagelline Eau Eau Eau Eau Eau

Traitement 1: Bion® Vacciplant Stifenia Messager® BABA Bion® Vacciplant Stifenia Messager® BABA
Traitement 2 : Flagelline Flagelline Flagelline Flagelline Flagelline Chitosan Chitosan Chitosan Chitosan Chitosan

Figure 63 Test de I'activité potentialisatrice d’éliciteurs sur les plantes possédant la construction pLOX2::GUS. Les plantes
de 3 semaines sont pulvérisées avec de I'eau, ou du produit testé puis remises en culture durant 48h. Elles sont alors de
nouveau traitées, avec du SA, du MelA, de I'eau ou de la flagelline ou de chitosan afin de mimer I'arrivée d’un agent
pathogene bactérien ou fongique. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et
incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées. Chaque
expérimentation a été réalisée 2 fois.

Pour les témoins négatifs de potentialisation (pas de traitement mimant I'arrivée d’un agent
pathogéne, seules les plantes traitées a I'eau puis au MelA (témoin positif) montrent une coloration.
Ceci est cohérent avec les résultats obtenus précédemment qui montrent que seul ce produit produits
a une activité d’élicitation directe sur les plantes possédant cette construction pLOX2 ::GUS. Pour les
conditions auxquelles les plantes ont été soumise a un traitement mimant I'arrivé d’un agent
pathogéne (test de potentialisation), aucune ne montre de coloration bleue. Ceci suggére qu’aucun de

ces produits n’est capable d’induire une potentialisation au niveau de I'expression du gene LOX2.

3.7 Test de cumulation des traitements SDP ou éliciteurs
Les SDP étant pulvérisés plusieurs fois au champ dans les itinéraires de cultures classiques,

nous avons voulu tester si plusieurs pulvérisations successives d’éliciteur permettent I'expression du
géne GUS sous le controle des promoteurs des genes PR1 et LOX2 respectivement. Pour cela les plantes
possédant les constructions pPR1::GUS et pLOX2::GUS sont traitées a trois reprises successives avec

un intervalle de 48h, puis sont récoltées pour analyse (Figure 64). Ce test est appelé test de I'effet
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cumulatif. Les plantes possédant les différentes constructions ont donc été traitées 3 fois avec du
Bion®, du Vacciplant, du Stifenia, du Messager®, du BABA, du chitosan et de la flagelline. L'effet
cumulatif de I’H,0; a aussi été analysé car ce produit est utilisé en deuxieme traitement dans les tests
d’activité SDP proposés par I'INRA d’Anger (qPFD) afin de vérifier qu’il n’a pas d’effet sur ces
constructions. De plus les plantes possédant les constructions pPR1::GUS et pLOX2::GUS sont traitées
a trois reprises successives respectivement avec du MelA et du SA afin de visualiser si ces produits
peuvent avoir un effet sur I'expression du géne GUS sous le contrble respectif des promoteurs des

geénes PR1 et LOX2 et ainsi vérifier qu’ils sont des bons témoins négatifs.
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Figure 64 : Schéma du protocole permettant de montrer I'effet cumulatif de produits activant les défenses. Les plantes de
3 semaines sont pulvérisées avec de I'eau, ou les produits testés puis remises en culture durant 48h. Elles sont alors de
nouveau traitées avec de I'eau, ou les produits testés. Elles sont alors de nouveau traitées, avec du SA, du MelA, de I'eau ou
les produits traités. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le
tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées.

Afin de visualiser si ces SDP et éliciteurs sont capable d’induire une coloration dans les plantes
possédant les constructions pPR1::GUS, lorsqu’ils sont pulvérisées a plusieurs reprises successives, les

plantes ont été soumise a un test de I'effet cumulatif de ces produits.

Traitement1: Eau Eau Bion® Vacciplant Stifenia Messager BABA MeJA Chitosan Flagelline H,0,
Traitement2: Eau Eau Bion® Vacciplant Stifenia Messager BABA MeJA Chitosan Flagelline H,0,
Traitement3: Eau SA Bion® Vacciplant Stifenia Messager BABA MeJA Chitosan Flagellme H,0,

Figure 65 : Test de I'effet cumulatif de produits activant les défenses sur les plantes possédant la construction pPR1::GUS.
Les plantes de 3 semaines sont pulvérisées avec de I'eau, ou les produits testés puis remises en culture durant 48h. Elles sont
alors de nouveau traitées avec de I'eau, ou les produits testés. Elles sont alors de nouveau traitées, avec du SA, du MelA, de
I’eau ou les produits traités. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et incubées
dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées. Chaque expérimentation a été
réalisée 2 fois.
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Les plantes traitées deux fois avec de I’eau puis avec du SA (témoin positif), traitées trois fois
successives avec du Bion®, du Vacciplant, du Stifenia, du Messager®, du BABA ou du chitosan montrent
une coloration bleue. Ces traitements successifs induisent donc I'expression du gene PR1 et activent
donc la voie de défense impliquant le SA. Les plantes traitées trois fois avec de I'eau (témoin négatif),
du MelJA (témoin positif de la voie impliquant le couple JA/ET), de la flagelline ou de I’'H,0, ne montrent
pas de coloration (Figure 65). Les plantes possédant la construction pPR1::GUS ne répondent donc pas

a ces traitements et la pulvérisation de MeJA n’induit pas d’effet sur ces plantes.

Afin de visualiser si ces SDP et éliciteurs sont capable d’induire une coloration dans les plantes
possédant les constructions pLOX2::GUS, lorsqu’ils sont pulvérisées a plusieurs reprises successives,
les plantes ont été soumise a un test de I'effet cumulatif de ces produits.

Traitement1l: Eau Eau Bion® Vacciplant Stifenia Messager BABA SA  Chitosan Flagelline H,0,

Traitement2: Eau Eau Bion® Vacciplant Stifenia Messager BABA SA  Chitosan Flagelline H,0,
Traitement3: Eau MelA Bion® Vacciplant Stifenia Messager BABA SA  Chitosan Flagelline H,0,

Figure 66 : Test de I'’effet cumulatif de produits activant les défenses sur les plantes possédant la construction pLOX2 ::GUS.
. Les plantes de 3 semaines sont pulvérisées avec de I'eau, ou les produits testés puis remises en culture durant 48h. Elles
sont alors de nouveau traitées avec de I'eau, ou les produits testés. Elles sont alors de nouveau traitées, avec du SA, du MelA,
de I'eau ou les produits traités. Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et
incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées. Chaque
expérimentation a été réalisée 2 fois.

Les plantes traitées deux fois avec de I’eau puis avec du MeJA (témoin positif) ou traitées trois
fois successives avec de I'H,0, montrent une coloration bleue. Ces traitements successifs induisent
donc I'expression du géne LOX2 et donc I’activation de la voie impliquant le JA/ET. Les plantes traitées
trois fois avec de I'eau (témoin négatif), du SA (témoin positif de la voie impliquant le SA), ou tous les
autres SDP ou éliciteurs testés ne montrent pas de coloration (Figure 66). Les plantes possédant la
construction pLOX2::GUS ne répondent donc pas a ces traitement et la pulvérisation de SA n’induit pas

d’effet sur ces plantes.

3.8 Transfert de la technologie vers Staphyt
Afin de transférer le test GUSTAVE vers le laboratoire de Staphyt, a Bordeaux, le matériel et

les consommables nécessaires a I'application de ce test ont été listés et achetés. Le test GUSTAVE a
été réalisé a plusieurs reprises dans ce laboratoire, et différents documents ont été rédigés. De plus
différents clients ont déja sollicité I'expertise sur ce test (4 entreprises) et deux différents contrats

ont d’ores et déja été signés et réalisés.
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Ainsi, le protocole de I'expérimentation a été rédigé de maniére a correspondre aux normes
utilisées au sein de I'entreprise (Annexe 2). Un tableau interactif a été créé afin de pouvoir calculer
rapidement le colt vendu d’un test en fonction du nombre de modalités souhaitées par le client
(Annexe 3). Un devis type (Annexe 4), un plan d’étude type (Annexe 5) et un rapport d’étude type
(Annexe 6), tous trois avec liste déroulante ont été écrits afin de faciliter le travail des personnels de

Staphyt qui pourraient proposer ce test.

3.9 Application a un cas concret
L'outil GUSTAVE a déja fourni des informations significatives pour la compréhension de mode

d’action, mais aussi pour adapter les essais sur le terrain a une meilleure connaissance du
comportement des produits. Ainsi nous avons testé un SDP en voie de développement par un de nos
clients (appelé ici SDP1 par soucis de confidentialité) a I'aide du test GUSTAVE, uniquement sur les
plantes possédant la construction pPR1 ::GUS avec un test d’élicitation direct et un test cumulatif mais

avec uniquement deux pulvérisation successives.

Les résultats du test d’activation directe via I'expression du géne rapporteur PR1 montrent que
les témoins positifs acide salicylique (SA) et Bion® induisent les mécanismes de défense chez A. thaliana.
Dans ce contexte, il est clairement démontré que le produit expérimental SDP1 ne génére qu’une

activation de I'expression de PR1 limitée au niveau des cotylédons (Figure 67).

Traitement: Eau SA ion® ‘ SDP1

Figure 67 : Test d’élicitation du produit testé sur les plantes possédant la construction pPR1 ::GUS. Les plantes de 3
semaines sont pulvérisées avec de I'eau, du SA, du Bion® ou du produit testé. Les plantes sont alors remises en culture durant
24h puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et
photographiées. Chaque expérimentation a été réalisée 3 fois.

Au vu de ces résultats, un test avec plusieurs applications pour activer les défenses des plantes via

I’'outil GUSTAVE a été entrepris.

Des plantes d’A. thaliana possédant la construction pPR1 ::GUS ont été pulvérisées une premiere
fois avec de l'eau (témoin négatif) ou avec le produit expérimental SDP1. Ensuite, une seconde
pulvérisation a été effectuée 48h apres avec soit du SA ou du Bion® (témoins positifs), soit avec le produit

expérimental SDP1. Les plantes pulvérisées deux fois avec de I'eau ne présentent pas de coloration bleue,
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montrant la non induction des défenses. Les plantes ayant regues les traitements SA et Bion® en seconde
application montre des résultats équivalents a ceux de I'activation directe, avec une coloration bleue
marquée. Comme précédemment, le traitement a I'eau suivi de I'application du produit expérimental
SDP1 ne démontre qu’une activation limitée du géne PR1, marqueur de défenses des plantes de type SAR.
Par contre les plantes pulvérisées une premiere fois avec le produit SDP1 suivi par une nouvelle
pulvérisation du produit SDP1 sont colorées en bleu. Ces résultats suggérent fortement que le produit
expérimental SDP1 nécessite une accumulation d’application pour activer les défenses de type SAR et ne

semble pas un activateur direct comme le Bion® (Figure 68).

2éme application (48h aprés la 1° application)

Eau SA Bion" SDP1

Eau

1ére application

SDP1

Figure 68 : Test d’effet cumulatif du produit testé sur les plantes possédant la construction pPR1 ::GUS. Les plantes de 3
semaines sont pulvérisées une premiere fois avec de I'eau ou le SDP1 puis avec de I'eau, du SA, du Bion® ou du produit testé.
Les plantes sont alors remises en culture durant 24h puis les rosettes sont récoltées et incubées dans le tampon de coloration
GUS pendant la nuit avant d’étre décolorées et photographiées. Chaque expérimentation a été réalisée 3 fois.

Fort de cette information concernant le mode d’action « par accumulation » du produit
expérimental SDP1, des expérimentations en conditions naturelles au vignoble ont été menées et le

protocole adapté a ce type de produit.

Ces résultats suggerent le besoin de positionner au moins 2 applications du produit en
préventif afin de maximiser son potentiel de protection des plantes. Dans cet objectif, le protocole
expérimental pour des essais sur vigne réalisés en 2015-2016 par les équipes de Staphyt, a été adapté

afin de positionner stratégiquement plusieurs applications de produit en amont de I'infection.

Le détail de ces essais sur vigne ne sera pas présenté ici car ils ne font pas partie des résultats
obtenus au cours de cette thése et par soucis de confidentialité. L'important a savoir est que
I"'approche expérimentale permettant de détecter I'activation des mécanismes de défense avec des
plantes d’A. thaliana exprimant la fusion PR1::GUS, a permis de démontrer que le produit expérimental

SDP1 n’active pas directement ou peu la voie systémique de la SAR mais nécessite au moins une double
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application du produit pour activer les défenses de la plante. Ces résultats de laboratoire ont donc
suggéré fortement la nécessité de positionner au moins 2 applications du produit en préventif afin
d’activer son potentiel de protection des plantes. Ainsi, le protocole expérimental pour les essais en
conditions naturelles au vignoble a été adapté dans le but de positionner stratégiquement plusieurs
applications de produit (au moins 2) en amont de I'infection (des le stade 4 feuilles si nécessaire). Suite
a I'adaptation du protocole expérimental pour mener des expérimentations en conditions naturelles
ciblant le mildiou de la vigne en Europe sur les saisons 2015 et 2016, les résultats obtenus avec le produit
expérimental SDP1 sont encourageants. En effet, I'efficacité intrinséque du produit SDP1 a été notable sur
grappes (plus de 50% sur l'incidence du mildiou) méme si le niveau de protection de la vigne reste
insuffisant appliqué seul. Les résultats prometteurs obtenus dans les différents essais menés sur les 2
campagnes d’expérimentation 2015-2016 semblent donc conforter les résultats issus du test GUSTAVE

en laboratoire.

Ainsi le test GUSTAVE a permis d’améliorer la compréhension des mécanismes induit par un
SDP en voie de développement par un des clients de Staphyt. Ce test a aussi permis d’optimiser les
protocoles de test au champ de ce produit ce qui a permis de montrer une certaine efficacité de ce

produit qui est a I’heure actuelle dans les derniéres étapes avant dépdt pour homologation.

3.10 Discussion
Afin de développer le test GUSTAVE, nous avions besoin de deux lignées possédant des fusions

transcriptionnelles permettant de montrer simplement I’activation de la voie de défense impliquant le

SA et de celle impliquant le JA.

Les plantes possédant la construction pPR1::GUS permettent bien de montrer I’activation de
la voie impliquant le SA, en effet elles répondent a I’élicitation par le SA et par un SDP commercial
connu pour activer cette voie, le Bion®. De plus, ces plantes ne répondent a aucun autre stimulus
hormonal, elles constituent donc un bon outil pour développer la partie de ce test permettant de

montrer I'activation de la voie impliquant le SA.

Nous n’avons pas été capables d’utiliser les plantes possédant la construction pPDF1.2::GUS
afin de montrer I'activation de la voie impliquant le JA. En effet ces plantes montrent une activation
constitutive de I'expression du géne GUS. |l est possible que les conditions de culture utilisées pour ce
test ne permettent pas d’obtenir un témoin négatif, bien que nous en ayons testées plusieurs. Nous
avons donc utilisé des plantes possédant la construction pLOX2::GUS qui permettent bien de montrer
I'activation de la voie impliquant le JA. En effet elles répondent a I’élicitation par le MelA, éliciteur

connu pour activer cette voie JA. De plus ces plantes ne répondent a aucun autre stimulus hormonal,
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elles sont donc un bon outil pour développer la partie de ce test permettant de montrer I'activation

de la voie impliquant le JA.

De plus, contrairement a ce qu’avait montré A. Koornneef en 2008 (Koornneef and Pieterse,
2008), les deux constructions pPR1::GUS et pLOX2::GUS répondent lorsque les plantes sont traitées
simultanément avec du SA et du MelJA. Ceci suggéere que les deux voies SA et JA ne sont pas forcément
antagonistes I'une de I'autre comme le suggére un grand nombre de publications (Andargie and Li,
2016; Caarls et al., 2015; Feys and Parker., 2000; Glazebrook., 2005; Glazebrook et al., 2003; Koornneef
et al., 2008; Leon-Reyes et al., 2010a; Maleck, 1999; Pieterse et al., 1998; Thaler et al., 2002; Van der
Does et al., 2013; Van Wees, 1999). Il a d’ailleurs déja été montré que ces deux voies peuvent étre
activées de maniere concommitante. En effet les geénes PRs peuvent étre exprimés les premiers jours
apres l'infection par Trichoderma hamatum qui est connu pour activer la voie JA (Mathys et al., 2012).
L'infection par Verticillium dahliae (Sun et al., 2014), I'infection par Pseudomonas syringaea (Gkizi et
al., 2016; Lee et al., 2015), le traitement avec du DCA (Zarattini et al., 2017), le traitement avec de
fortes concentration de SA et MelA (Guo and Stotz, 2007; Mur, 2005; Schenk et al., 2000), et méme le
traitement avec des iturines (Flors et al., 2007; Kawagoe et al., 2015) peuvent induire I'expression des
génes marqueurs de ces deux voies de défense impliquant le SA et JA de maniére simultanée. Cet
antagonisme ou synergisme observé dans différentes conditions pourrait étre di a un effet dose des
hormones impliquées, a une mise en place de ces différentes voies différentielle dans le temps ou
méme a 'implication d’autres voies hormonales dans la régulation des défenses générales (Berens et

al., 2017).

Nous avons montré que les deux lignées répondent aux stimuli des 6h aprés le traitement. I
est ainsi possible de récolter les plantes dés 6h apres le traitement, mais pour des raisons pratiques

d’expérimentation la récolte des plantes se fera 24h apres traitement dans le cadre du test GUSTAVE.

Nous avons ensuite montré que l'utilisation de ces lignées pouvait permettre de montrer
I'activité potentialisatrice d’un SDP potentiel en traitant les plantes avec de la flagelline ou du chitosan
48h apres le traitement par un SDP pour la lignée possédant la construction pPR1::GUS. Le protocole
permettant de montrer ceci peut encore étre amélioré car nous n’obtenons pas une activation
suffisamment forte du géne rapporteur par rapport au témoin. Il sera aussi nécessaire d’utiliser un
produit connu pour potentialiser la voie de défense impliquant le JA afin de valider le protocole de test

de potentialisation pour la lignée possédant la construction pLOX2::GUS.

De maniere intéressante il a aussi été montré que lorsqu’un SDP, qui ne montre pas d’effet

avec une seule pulvérisation, est pulvérisé plusieurs fois, ce test permet de mettre en évidence
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I'activation des défenses. Ceci est en accord avec l'utilisation effective des SDP sur le terrain qui

nécessitent plusieurs pulvérisations au cours d’un itinéraire cultural afin de montrer une efficacité.

Nous avons pu montrer |'effet cumulatif pour le méme SDP avec le test GUSTAVE ainsi qu’avec
un test terrain. En effet les résultats obtenus sur un SDP en cours de développement appartenant a un

des clients de Staphyt montrent I'importance des multiples pulvérisations.

Le test de laboratoire GUSTAVE développé durant cette thése, est donc un test instructif,
simple et peu coliteux, permettant de valider I'effet d’activation direct ou non d’une préparation et de

préciser quelle voie de défense est activée.

Ce test a permis d’appréhender le mode d’action d’un produit expérimental en
développement et ainsi d’optimiser sa stratégie d’application pour I'expérimentation en champ.
D’autres utilisations du test GUSTAVE peuvent étre encore envisagées, par exemple afin de d’effectuer
une présélection de produits potentiellement SDP a partir d’un panel de molécules. De plus ce test
permet bien de montrer I'activation des défenses au niveau transcriptionnel et pourra donc étre utilisé
pour répondre aux demandes exprimées dans la méthode CEB  (MG14)

(https://www.elicitra.org/index.php?rub=methode ceb mg 14 principes generaux d experimenta

tion des sdp 2) exigeant de montrer |'activation des défenses par un produit afin de pouvoir

I’'homologuer comme SDP.
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Chapitre 4. Impact de la nutrition azotée et du stade de développement des
plantes sur la réponse aux éliciteurs

Afin de déterminer I'impact de la fertilisation azotée et du stade de développement sur la
réponse aux SDP, nous avons mis en ceuvre des essais en conditions contrdlées et des essais en plein

champ.

4.1 Impact physiologique de la nutrition azotée et du stade de développement des plantes
en conditions controlées

Pour réaliser nos expérimentations en conditions contrélées, la plante modele A. thaliana a
été choisie. Afin d’étudier I'impact de la nutrition azotée sur la mise en place des défenses, nous avons
décidé de tester 3 conditions physiologiques différentes : condition 1 : carence en azote, condition 2 :

nutrition azotée optimale, condition 3 : sur-fertilisation azotée (Figure 69).

Jours apres semis 14 21 28 35
Traitement

Stade des

plantes

Fertilisation + Nitrate 10mM

++ Nitrate 20mM

e W Wi wi v

Figure 69 : Plan expérimental pour I'étude de I’effet des SDP en fonction de I'apport en azote et du stade de développement
de la plante : Les différents stades du développement d’A. thaliana selon (Boyes et al., 2001). Stade 0 : Germination ; stade 1 :
Développement des premiéres feuilles ; stade 2 : Développement de la rosette ; stade 3 : Induction florale ; stade 4 : Floraison
; stade 5 : Maturation des graines. Les plantes sont cultivées en présence de 2 mM, 10 mM ou 26 mM de nitrate et sont
traitées aux stades 1, 2, 3, 4 avec du Bion® du MelJA ou de |'eau puis prélevées pour analyse 48 h apres le traitement.

Les conditions 1 et 2 ont déja été décrites par Lemaitre et al. (Lemaitre et al., 2008). La
condition 1 correspond a une carence azotée avec 2 mM de nitrate. La condition 2 correspond a une

nutrition optimale avec 10 mM de nitrate.
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Aucune référence bibliographique n’a été trouvée pour les conditions de sur-fertilisation
azotée (condition 3) chez A. thaliana. L'apport de 50 mM de nitrate est Iétal (C. Masclaux-Daubresse
et F. Chardon communication personnelle). Nous avons donc cultivé les plantes en présence de 26 mM
de nitrate qui s’est avéré avoir un impact négatif sur la croissance (voir ci-dessous) sans étre létale.

Nous avons donc considéré que la concentration de 26 mM correspond a une sur-fertilisation.

Quatre stades de développement ont été considérés représentant 4 étapes distinctes du cycle

de vie d'A. thaliana et correspondant a un intervalle d’une semaine entre les stades (Boyes et al., 2001).

Pour caractériser I'influence des trois conditions appliquées de fertilisation azotée au cours du
cycle de culture d’A. thaliana, I'aspect des plantes a été observé (Figure 70) et plusieurs parametres
physiologiques de croissance des plantes (nombre de feuilles et surface projetée de la rosette) et de
I'état nutritionnel en azote des plantes (dosage des nitrites et des acides aminés) ont été mesurés
(Figure 71). La mesure de ces parameétres a pour objectif de vérifier que les conditions 1 et 3
correspondent a des stress « carence » et « sur-fertilisation » respectivement en répondant aux deux

questions suivantes :

1- La condition 1 de nutrition azotée avec 2 mM de nitrate a—t-elle un impact sur la physiologie
de la plante ?
2- La condition 3 de nutrition azotée avec 26 mM de nitrate a—t-elle un impact sur la physiologie

de la plante ?

Stade 1 Stade 2 Stade4

Figure 70 : Photographies de plantes représentatives des différents stades de développement en fonction du niveau de
fertilisation azotée. ; Stade 1 : Développement des premieres feuilles ; Stade 2 : Développement de la rosette ; Stade 3 :
Induction florale ; Stade 4 : Floraison. Les plantes sont cultivées en présence de 2 mM, 10 mM ou 26 mM de nitrate.
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Comme attendu, le contenu en nitrate et nitrites ainsi que la teneur en acides aminés sont
significativement inférieures lorsque les plantes sont fertilisées avec 2 mM de nitrate, comparé a celles
fertilisées avec 10 mM et 26 mM, et ce, a partir du stade 2. Des résultats similaires ont été observés
au niveau du dénombrement des feuilles traduisant une croissance réduite chez les plantes cultivées
avec 2 mM de nitrate comparé a celles cultivées en présence de 10 mM ou 26 mM et ce, a partir du
stade 2. Ces résultats indiquent que les conditions de culture a 2 mM correspondent bien a une carence

azotée.

Les conditions de culture des plantes a 26 mM de nitrate résultent en une diminution
significative du nombre de feuilles au stade 4 et en une diminution de la surface de la rosette au stade
3. Ces résultats indiquent que les conditions de culture a 26 mM affectent la croissance de la plante a

partir du stade 3.
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Figure 71 : Impact des différents taux de fertilisation en nitrate et du stade de développement sur la physiologie d'A.
thaliana. Trois niveaux de nitrate sont utilisés pour cultiver les plantes et leur impact est mesuré a différents stades de
développement. A : Teneur totale en nitrates+nitrites en umol / mg de rosette en fonction du stade et du niveau de
fertilisation en nitrates. Ces résultats représentent la moyenne de la teneur en nitrates+nitrites mesurée sur 10 plantes dans
3 expériences biologiques. B : Teneur totale en acides aminés en umol / mg de poids frais de rosette en fonction du stade et
du niveau de fertilisation en nitrate. Ces résultats représentent la moyenne des teneurs en acides aminés mesurées sur la
poudre issue de 10 plantes dans 2 expériences biologiques. C : nombre de feuilles par plante en fonction du stade et du niveau
de nitrate. Ces mesures représentent la moyenne du nombre de feuilles de 10 plantes dans 3 expériences biologiques. D :
Moyenne de la surface projetée de la rosette en cm? au stade végétatif en fonction du stade et du niveau de nitrate et
mesurée a l'aide du logiciel Imagel. Les résultats correspondent a la moyenne de la surface de 6 rosettes provenant de 2
expériences biologiques. Les barres d'erreur représentent |'écart type et les différentes lettres représentent une différence
significative entre les échantillons provenant de plantes cultivées avec différents niveaux de fertilisation en nitrate, stade par
stade, avec p <0,05 calculé par test t.
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Au premier stade de développement (stade 1) un tres faible impact de la nutrition est
mesurable sur les parameétres physiologiques mesurés. Les stades précoces de développement de la
plantule étant indépendants de la fourniture en azote du milieu, les jeunes plantules utilisent leurs

stocks d'azote présent dans la graine pour assurer leur développement dans un premier temps.

Ensemble, ces dosages et mesures physiologiques montrent que les trois conditions
nutritionnelles testées et retenues pour les travaux engendrent une réponse physiologique de la
plante différente. Un apport en nitrate de 2 mM est limitant et un apport en nitrate de 26 mM

correspond a une fertilisation excessive, tandis que 10 mM semble étre I'apport optimal en nitrate.

4.2 Influence de la fertilisation en nitrates et des stades de développement sur la capacité
des éliciteurs a induire I'expression des genes de défense en conditions controlées
Pour déterminer si I'activation des mécanismes de défense par les SDP est dépendante de la

fertilisation azotée et/ou du stade de développement, les plantes d’A. thaliana ont été traitées avec
deux éliciteurs différents. Les plantes ont été traitées soit avec un SDP activant la voie de défense
dépendante du SA (acibenzolar-S-methyl, Bion®), soit avec un éliciteur activant la voie dépendante de
I’acide jasmonique (méthyl-jasmonate, MeJA) a chacun des 4 stades et sous les 3 régimes de nutrition
azotée. Les profils d'expression de deux génes de la voie dépendante du SA (PR1 et PR5) et de deux
genes marqueurs de la voie dépendante du JA (LOX2 et PDF1.2) ont été analysés par RT gPCR 48 heures
apres le traitement par les SDP. Trois expériences indépendantes ont été réalisées. Les résultats

présentés sont représentatifs des 3 répétitions biologiques.

Ainsi les figures ci-dessous montrent les résultats obtenus pour la répétition biologique la plus

représentative. Les tendances observées seront donc décrites et commentées dans le corps du texte.

Concernant la voie dépendante du SA, les profils d’expression de PR1 et PR5 sont similaires et
peuvent donc nous renseigner de maniere fiable sur I'activation de cette voie. Les niveaux de
transcription des genes PR1 et PR5 augmentent apreés le traitement au Bion® par rapport au traitement
témoin. L'intensité de l'induction varie en fonction de I'apport en nitrates et du stade de la plante
(Figure 72). Concernant I'effet de I'apport en nitrate, le niveau maximal d’expression de PR1 et PR5 est
observé sous les conditions de fertilisation optimales a 10 mM nitrate aux 4 stades de développement.

Les niveaux d’expression de PR1 et PR5 sont plus faibles a 2 mM et a 26 mM.

Concernant |'effet du stade, il varie en fonction de la nutrition azotée. Avec 10 mM de nitrate,
I’expression des deux génes marqueurs est similaire aux 4 stades indiquant qu’il n’y a aucun effet

stade de développement sous régime optimal de nutrition azotée. Avec 2 mM de nitrate, |'expression

110



de PR1 et PR5 est plus élevée au stade 1 qu’aux 3 autres stades, indiquant qu’il existe un impact du
stade de développement sous régime carencée en azote. Avec 26 mM de nitrate, |'expression de PR1
et PR5 est plus élevée au stade 2 qu’aux 3 autres stades, indiquant qu’il existe un impact du stade de

développement sous régime de sur-fertilisation en azote.

D’une maniére similaire au Bion® mais bien moins marquée (10 fois moins), le traitement au
MelA a également induit une augmentation des transcrits PR1 et PR5 mais uniquement en condition

optimale de fertilisation (10 mM) et a partir du stade rosette (stade 2).

0.6
A PR1 B PR1 o5
k]
6 (4] £ 04
2 2 :
= 5 " 5 £ 03 =
£ I £ ;
= E E oz
g ¢ = 4 3
- - W Stade 1 E g 01 a I
T 3 £ 3 z E "
2 mstade2 | § . - -
% 2 ‘: ; Eau Mela Eau Mela Eau Meld
- & Stade 3 ': 2mM 10mi 20 m
1]
% 1 J WStaded |8 1 m Stade 1
5 2
2 0 R = | Z —ea _B-a W Stade 2
>
H Eau Bion® Eau Bion® Eau Bion® Eau MelA Fau MelA Fau MelA Stade 3
2mM 10 mM 20 mM 2mM 10 mMm 20 mM = Stade 4
0.4
C PR5 D PR5
3 o2 i
W 9 9 9 E 0.25 i
2 s - Z s R
&
£ 7 [ g 7 Eoons
§ 6 E 6 f 0.1
e 5 mstade 1 | % g § oo B ™
7 £ z -
g 4 wstade2 | £ 4 o Baa ol oo olia
5 3 : 3 Eau MelA Eau Meld Eau Mela
- Stade 3 g 2mM 10mM 20mm
I 2 m 2
- X - -I mStade 4 | @ 1 W Stade 1
3 - E
2 0 I —_— | 0 ———_moa mStade 2
= . . .
= Eau Bion® Eau Bion® Eau Bion® Eau MelA Eau MelA Eau MelA Stade 3
2mM 10mM 20 mM 2mM 10 mMm 20mMm mStade 4

Figure 72 : Impact de la fertilisation azotée sur I'expression des génes de défense représentatifs de la voie SA 48 heures
apres le traitement avec des éliciteurs. Trois niveaux de nitrate sont utilisés pour cultiver les plantes et I'impact de la
fertilisation et du traitement par I'éliciteur sur I'expression des génes de défense est mesuré par RT-qPCR aux quatre stades
de développement étudiés. Ces résultats représentent le niveau de transcription dans une unité arbitraire normalisée par le
niveau de transcription du gene constitutif Clathrine et mesurés sur un échantillon de poudre provenant de 10 plantes d'une
expérience biologique représentative des résultats obtenus dans deux autres expériences biologiques. Les résultats sont
similaires entre chaque expérience biologique. A : niveau de transcription normalisé du gene PR1 48h aprés le traitement
Bion®. B : Niveau de transcription normalisé du geéne PR1 48h aprés le traitement MeJA. C : Niveau de transcription normalisé
du géne PR5 48h apres le traitement Bion®. D : Niveau de transcription normalisé du géne PR5 48h apres le traitement MeJA.
Les barres d'erreur représentent I'écart type de trois réplicas techniques. Des agrandissements des données obtenues apres
le traitement avec du Me-JA sont présentés.

La principale différence au niveau des profils d’expression des génes PR1 et PR5 en réponse
aux deux éliciteurs utilisés est observable en conditions de fertilisation azotée optimale au stade 1.
Dans ce cas, le traitement Bion® provoque une activation de I'expression des transcrits PR1 et PR5

alors que le MelA provoque une répression de ces transcrits.
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Concernant la voie impliquant le JA, les niveaux de transcription de LOX2 (JA dépendant) et
PDF1.2 (JA/ET dépendant) présentent des profils qui varient a certains points selon I'expérience
biologique. Les tendances observées ne sont reproductibles entre chacune des 3 expériences
biologiques qu’aux stades 1 et 2. Ainsi, ne seront considérés que ces 2 stades de développement pour

I'analyse de I'expression des 2 génes marqueurs de la voie du JA (Figure 73).
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Figure 73 : Impact de la fertilisation azotée sur I'expression des génes de défense représentatifs de la voie JA 48 heures
apres le traitement avec des éliciteurs. Trois niveaux de nitrate sont utilisés pour cultiver les plantes et I'impact de la
fertilisation et du traitement par I'éliciteur sur I'expression des génes de défense est mesuré par RT-qPCR aux quatre stades
de développement étudiés. Ces résultats représentent le niveau de transcription dans une unité arbitraire normalisée par le
niveau de transcription du gene constitutif Clathrine et mesurés sur un échantillon de poudre provenant de 10 plantes d'une
expérience biologique représentative des résultats obtenus dans deux autres expériences biologiques. Les résultats sont
similaires entre chaque expérience biologique. A : niveau de transcription normalisé du gene PDF1.2 48h apreés le traitement
Bion®. B : Niveau de transcription normalisé du gene PDF1.2 48 h aprés le traitement MeJA. C : Niveau de transcription
normalisé du géne LOX2 48h apres traitement Bion®. D : Niveau de transcription normalisé du géne LOX2 48 h apres le
traitement MelA. Les barres d'erreur représentent I'écart-type de trois réplicas techniques.

Au stade 1 et stade 2, les profils d’expression de PDF1.2 et LOX2 varient en fonction de la dose
en nitrate et du stade de développement. Tout d’abord, le niveau d'expression des genes LOX2 et
PDF1.2 dans le controéle négatif (traité a I'eau) varie en fonction de la fertilisation azotée, a la différence
des génes impliqués dans la voie du SA (cf. graphe PR1/PR5). Ainsi, il est remarqué que le
comportement est différent entre les 2 stades étudiés au niveau de I'expression de PDF1.2 alors que
I’expression de LOX2 est similaire aux 2 stades. Concernant I'expression de LOX2 dans les témoins
(eau), il est clairement démontré que I'expression de base de ce géne est maximale a I'optimum de

fertilisation azotée (10 mM), légérement réduite en conditions de sur-fertilisation (26 mM) mais

112



clairement limitée en conditions de sous-fertilisation (2 mM). Cela suggere que la voie de biosynthése
de JA (via LOX2) serait modulée par le statut azoté de la plante et en particulier en condition de carence
azotée. Ce profil d’expression dans les témoins est également retrouvé au niveau de PDF1.2 au stade
rosette (stade 2) avec une différence entre la condition de sous-fertilisation et les conditions azotées
optimale ou en excés. L'ensemble des résultats observés sur les témoins (eau) suggerent une
régulation fine de la voie impliquant le JA par l'azote, cette hormone étant impliquée dans de

nombreux processus physiologiques du développement des plantes.

Le traitement au Bion® réprime l'expression de LOX2 pour les conditions azotées non
limitantes (10 et 26 mM) alors que le niveau de transcrit de ce géne n’est pas modifié en condition de
carence azotée. D’autre part, le traitement Bion® réprime I'expression de PDF1.2 dans toutes les
conditions de fertilisation azotée testées. Ces résultats suggerent que le traitement au Bion® (un

analogue du SA) peut compromettre la voie JA quel que soit le stade et le statut azoté.

En réponse au traitement MelA, les profils d’expression de PDF1.2 et de LOX2 dépendent des
stades et du niveau de fertilisation azotée. Le gene LOX2 répond mieux au MeJA que le géne PDF1.2
indiquant que c’est un meilleur marqueur de la voie JA. En effet, I'expression du gene LOX2 est induite

dans un plus grand nombre de situations que I’expression du gene PDF1.2.

Ainsi, le traitement au MelA conduit a une augmentation coordonnée de I'expression de
PDF1.2 et LOX2 en condition de sous-fertilisation au stade 2. Par ailleurs, le traitement au MeJA conduit
a une répression coordonnée de I'expression de PDF1.2 et LOX2 en condition de sur-fertilisation au
stade 2. L'expression de LOX2 est induite dans les stades 1 et 2 sous régime de 2 mM nitrate et au

stade 1 sous régime de 26 mM nitrate.

Ensemble, ces données indiquent que la capacité des éliciteurs a activer les génes de défense
dépend a la fois du stade et de I'apport en nitrates. Ainsi, I'expression des genes de défense SA-
dépendant (PR1 et PR5) est conditionnée par le statut azoté de la plante avec un maximum d’induction
a 'optimum nutritionnel de 10 mM de nitrate. L'expression des genes impliqués dans la voie du JA
semble particulierement affectée par le stade de la plante. La forte variabilité entre les 3 expériences
biologiques aux stades avancés (stade 3 et stade 4) indique qu’a ces stades, la réponse aux éliciteurs

sur la voie JA est peu robuste.

Ainsi, ces résultats obtenus par analyse transcriptionnelle du suivi des genes marqueurs des
voies de défense dépendant du SA ou du JA, donnent une indication sur I'impact de la fertilisation en

nitrate et du stade de développement de la plante sur I'activation possible de ces mécanismes de
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défense. Néanmoins, il apparait intéressant de suivre un marqueur protéique des défenses. Pour ce

faire, I’anticorps développé au cours de cette thése (ciblant la protéine NPR1, Chap 2) a été utilisé.

4.3 Influence de la fertilisation en nitrates et des stades de développement sur la capacité
des éliciteurs a induire 'accumulation d’'une protéine de défense en conditions contrdlées
Dans le chapitre 2, nous avons identifié un marqueur protéique dont I'accumulation est

fortement corrélée avec I'activation des défenses. Nos résultats suggérent fortement que ce marqueur
protéique correspond a la protéine NPR1 sous une forme active clivée détectée par I'antipep0 et
I'antipepl. Cependant, par souci de rigueur, nous utiliserons le terme de marqueur protéique de

défense « PDNL38 » dans la suite du manuscrit.

Afin de déterminer si ce marqueur protéique de défense s’accumule de maniéere différentielle
selon les stades de développement et la fertilisation, I'antipeptide antipepO ciblant PDNL38 a été
utilisé en western blot sur des plantes, traitées ou non avec les éliciteurs (Bion® ou MelJA) et sous les

différentes conditions de culture (Figure 74).

Les résultats obtenus ont montré une variabilité importante aux stades 1 et 4. Ces stades
correspondent critiques du développement de la plante, ce qui pourrait expliquer une variabilité de
leur réponse au stress. L'accumulation du marqueur protéique de défense ne sera analysée qu’au

cours des stades 2 et 3.

Suite a un traitement au Bion®, le niveau d’accumulation du marqueur protéique PDNL38
augmente par rapport au témoin eau sous les 3 régimes azotés. Le niveau d’accumulation de PDNL38

est plus élevé a 10 mM de nitrate qu’aux deux autres régimes azotés.

Suite a un traitement au MelJA, le niveau d’accumulation du marqueur protéique PDNL38
augmente par rapport au témoin eau sous les 3 régimes azotés. Cependant, l'intensité de
I'accumulation de PDNL38 en réponse au MelJA est un peu plus faible a 10 mM de nitrate qu’aux deux

autres régimes azotés.

Sous le régime de fertilisation optimal (10 mM nitrate), le marqueur PDNL38 s’accumule avec

une plus faible intensité apres un traitement MelJA qu’apres un traitement Bion®.

Globalement, I'accumulation de PDNL38 suite aux traitements éliciteurs est similaire aux

stades 2 et 3.

114



Ces résultats indiquent que le marqueur PDNL38 répond aux traitements éliciteurs quand la

plante est aux stades végétatifs mais n’est pas robuste aux stades de développement précoce ou

floraison.
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Figure 74 : Impact de la fertilisation azotée et du stade de développement sur I’laccumulation PDNL38, la protéine détectée
par antipep 0. A : Détection de PDNL38 en western blot par antipep 0 et coloration au bleu de Coomassie de la membrane
correspondante sur des extraits de plante d’A.thaliana cultivées en terre et traitées avec de I'eau, du Bion® ou du MeJA aux
stades de développement 2 et 3. B: Intensité relative des bandes détectées en western blot (PDNL38) normalisée par
I'intensité de la bande correspondant a la RuBisCo a I'aide du logiciel ImageJ. Les barres bleues correspondent aux plantes
traitées a I'eau, les barres violettes aux plantes traitées avec du Bion et les barres vertes aux plantes traitées avec du MeJA.

4.4 Influence de I'apport en nitrate sur l'efficacité de protection des SDP en conditions
controélées

Aprés avoir vérifié que les éliciteurs utilisés (Bion® et MelA) engendrent une réponse au niveau
de lI'expression des génes marqueurs des voies de défense SA et JA/ET dépendantes, un test
d’efficacité de protection in planta a été réalisé sur un pathosystéeme modele Dickeya dadantii /
Arabidospsis thaliana. D. dadantii est une bactérie nécrotrophe pathogene d’A. thaliana. Les
mécanismes de défense impliqués dans la tolérance d’A. thaliana impliquent la voie de défense JA/ET
et I'accumulation d'espéces réactives de I'oxygéne (Fagard et al., 2007). Pour savoir si la fertilisation
en nitrates influence I'activité protectrice des éliciteurs, nous avons décidé d'utiliser des plantes au

stade 2 (stade rosette) car il correspond au stade d’infection de la bactérie sur ses hotes naturels. En
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effet, D. dadantii est décrite pour infecter les plantes durant leur stade végétatif au champ (Reverchon
et al., 2016). Ce stade est également celui exploité dans les études utilisant ce pathosystéme (Fagard
et al., 2007; Rigault et al., 2017). De plus, au stade 2 que les mécanismes de défense décrits plus haut

sont influencés par la nutrition azotée.

Comme précédemment, les deux éliciteurs employés ont été: le MelA et le Bion®, I'eau a été
utilisée comme le contrble négatif. Deux jours aprées le traitement avec I'éliciteur ou l'eau, les plantes
ont été inoculées avec une suspension bactérienne de D. dadantii. Les symptémes de la maladie ont
été mesurés 48 heures pos- inoculation (p.i), de deux manieres différentes : le pourcentage de succes
d’infection (fréquence de maladie) qui reflete le pouvoir pathogéne et la proportion de surface

macérée dans chaque feuille (intensité de la maladie) qui refléte I'agressivité de la bactérie.

Pour savoir si I'apport en nitrate affecte la sensibilité basale d’A. thaliana aux bactéries en
absence d’éliciteurs, la quantification des symptomes des plantes témoin (traitées a I'eau) a été
comparée dans les 3 conditions de fertilisation en nitrate (2, 10 et 26 mM). Le niveau de fertilisation
en nitrate n'a pas d'impact sur le pourcentage de succes de l'infection, ni sur la proportion de surface
macérée (Figure 75 A, C). Ces résultats indiquent que le niveau d’infection des plantes est similaire
dans les trois conditions nutritionnelles appliquées et montrent que I'agressivité de cette bactérie

phytopathogéne n’est pas influencée par la fertilisation azotée dans nos conditions de culture.

Le traitement au Bion® provoque une augmentation de la fréquence d‘infection par D. dadantii
aux 3 régimes de fertilisation azotée. Le traitement au Bion® provoque une augmentation de l'intensité

de la maladie uniquement en condition de carence azotée (Figure 75 B, D).

Le traitement MelA n’a pas d’effet sur la fréquence d’infection par D. dadantii aux 3 régimes
de fertilisation azotée. Le traitement au MelA induit une diminution de l'intensité de la maladie

uniqguement en condition de nutrition optimale en nitrates (Figure 75 B, D).

L’ensemble de ces données montrent que, selon I’éliciteur utilisé, le niveau de fertilisation en
nitrate peut influencer la capacité des éliciteurs a protéger la plante contre un agent pathogene donné,
dans notre cas D. dadantii. Selon ces premiéres observations, il existerait un optimum de fertilisation

en nitrate pour lequel la plante peut mettre en place des défenses effectives.

Néanmoins, il est clairement démontré dans nos travaux sur le pathosysteme D.
dadantiifA.thaliana que I'application du Bion® peut étre préjudiciable lorsque les plantes sont
confrontées a un agent pathogéne nécrotrophe (plus de feuilles infectées) et plus particulierement

lorsqu’elles sont soumises a une carence en azote.
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Figure 75 : Impact de la fertilisation azotée sur la protection contre la bactérie pathogene D. dadantii 48 heures apres
I'application d’éliciteurs (Bion® et MelJA). Trois niveaux de nitrate sont utilisés pour cultiver les plantes et I'impact de la
fertilisation et du traitement SDP est mesuré au stade2 végétatif « rosette » 48 heures apreés le traitement. Les résultats sont
obtenus a partir de 32 feuilles inoculées sur 4 expériences biologiques indépendantes. A : Proportion de feuilles inoculées
présentant des symptomes 48 h apres inoculation pour les plantes traitées a I'eau. B : Proportion de feuilles présentant des
symptdmes 48 h apres inoculation. C : Pourcentage de macération de la surface foliaire mesuré a I'aide du logiciel Image)
provenant de plantes traitées a I'eau. D : Pourcentage de macération de la surface foliaire mesuré a I'aide du logiciel Image).
A & B : Les barres d'erreur représentent I'écart type, les différentes lettres représentent une différence significative entre les
échantillons des différents niveaux de fertilisation azotée, stade par stade, avec p <0,05 calculé par test Khi?> de la proportion.
C & D : les barres d'erreur représentent I'erreur standard et les différentes lettres représentent une différence significative
entre les échantillons avec différents niveaux de fertilisation azotée analysés stade par stade, avec p <0,05 calculé par le test
T. Les barres bleues correspondent aux plantes traitées a I'eau, les barres violettes aux plantes traitées avec du Bion et les
barres vertes aux plantes traitées avec du MelA.

4.5 Implication de la protéine clef NPR1 dans l'activité des éliciteurs en conditions
controélées
Afin de savoir si les différences d’'immunité observées sous les 3 régimes nutritionnels étudiés

impliquent des mécanismes de signalisation dépendants du SA et/ ou du couple JA/ET, il est apparu
intéressant d’étudier I'immunité déclenchée par les deux éliciteurs en fonction de la fertilisation
azotée chez un mutant affecté dans la régulation des voies SA et JA/ET. En tant qu'acteur clef de
I'immunité des plantes, la protéine NPR1 est impliquée a la fois dans les voies de signalisation SA et JA

(Mao et al., 2007; Pieterse and Van Loon, 2004; Spoel, 2003). Nous avons donc utilisé le mutant nPR1.1.

Pour savoir si la mutation npr1.1 affecte la sensibilité de base d’A. thaliana a la bactérie D.

dadantii en fonction de I'apport en nitrate, les symptomes des plantes témoin (traitées a I’eau) ont été
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quantifiés dans les 3 conditions de fertilisation en nitrate (2, 10 et 26 mM). Une fertilisation excessive
cause une augmentation de la fréquence de l'infection chez le mutant npr1.1. Dans les conditions de
carence ou de sur-fertilisation, I'intensité de la maladie augmente chez le mutant npr1.1 (Figure 76).
Ces résultats suggerent I'intervention de cette protéine clef au niveau des mécanismes de défenses en

cas de carence ou d’apport excessif en nitrate.
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Figure 76 : Impact de la mutation nprl sur le niveau de protection d’A. thaliana vis-a-vis de la bactérie pathogéne D.
dadantii en fonction de la fertilisation azotée. A : Proportion de feuilles inoculées présentant des symptémes chez les plantes
traitées a I'eau en fonction de la fertilisation azotée. Les barres d'erreur représentent I'écart type, les différentes lettres
représentent une différence significative entre les échantillons provenant de la plante sauvage par rapport a la plante
mutante analysée taux de fertilisation par taux de fertilisation, avec p <0,05 calculé par le test Khi? sur les proportions. B :
Pourcentage de surface de feuilles macérées mesuré a l'aide du logiciel ImagelJ, provenant de plantes traitées a I'eau en
fonction de la fertilisation en nitrates. Les barres d'erreur représentent l'erreur standard et les différentes lettres
représentent une différence significative entre les échantillons provenant de la plante sauvage par rapport a la plante
mutante analysée par niveau de fertilisation, avec p <0,05 calculé a I'aide d’un test T.

L'impact du Bion® et du MelA sur la protection effective a ensuite été analysé dans le fond
mutant nprl.1 afin de savoir si la protéine NPR1 est impliquée dans la réponse de la plante aux
éliciteurs dans les différentes conditions nutritionnelles en nitrate. Pour cela, le mutant nprl.1 a été
cultivé dans les trois conditions de fertilisation azotées différentes, traité avec du Bion®, du MelA ou
de I'eau, puis inoculé avec D. dadantii 48 h apres le traitement. Il est intéressant de noter que les
traitements avec les deux éliciteurs n'ont montré aucun effet significatif sur les symptémes ni en terme
de fréquence d’infection ni en terme d’intensité de la maladie chez le mutant npr1.1 quel que soit le

niveau de fertilisation utilisé (Figure 77).

Le traitement au Bion® cause une augmentation de la fréquence des infections sur Col0 mais
ne provoque aucun effet chez le mutant npri.1 sous les 3 régimes de nutrition azotée (Figure 75 & 77).
Ceci suggere que le gene NPR1 est impliqué dans le contréle du succes des infections par D. dadantii
en réponse au Bion® indépendamment de la nutrition azotée. En condition de carence azotée, le

traitement au Bion® cause une augmentation de l‘intensité de la maladie sur Col0 mais ne provoque
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aucun effet chez le mutant npr1.1. Ceci suggere que le gene NPR1 est impliqué dans le contréle du

développement des symptdmes en réponse au Bion® de maniere dépendante de la nutrition azotée.

Le traitement au MelA induit une protection en termes d’intensité de maladie sur Col0
uniguement en condition de nutrition azotée optimale. Ce traitement ne provoque aucun effet chez
le mutant npr1.1 (Figure 75 & 77). Ceci suggére que le géne NPR1 est impliqué dans le contréle du

développement des symptoémes en réponse au MelA de maniére dépendante de la nutrition azotée.
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Figure 77 : Impact de la fertilisation en nitrates sur la protection contre la bactérie pathogéne D. dadantii 48 heures apreés
I'application d’éliciteurs sur le mutant npri1.1. Trois niveaux de nitrate sont utilisés pour cultiver les plantes et lI'impact de la
fertilisation et du traitement SDP est mesuré au stade végétatif 48 heures aprés I'inoculation. Les résultats sont obtenus a
partir de 32 feuilles inoculées sur 2 expériences biologiques. A : Proportion des feuilles inoculées présentant des symptomes.
Les barres d'erreur représentent I'écart type, les différentes lettres représentent une différence significative entre les
échantillons selon les niveaux de fertilisation azotée, analysés stade par stade, avec p <0,05 calculé par le test Khi? de
proportion B : Pourcentage de surface de feuilles présentant une macération mesurée a I'aide du Logiciel ImageJ. Les barres
d'erreur représentent l'erreur standard et les différentes lettres représentent une différence significative entre les
échantillons selon le niveau de fertilisation en nitrate, analysés stade par stade, avec p <0,05 calculé a I'aide d’un test T. Les
barres bleues correspondent aux plantes traitées a I'eau, les barres violettes aux plantes traitées avec du Bion et les barres
vertes aux plantes traitées avec du MelA.

4.6 Influence de I'apport en nitrate sur I'efficacité de protection des SDP au champ
Afin de voir si les différences d’efficacité des SDP dépendante de la fertilisation azotée

détectée au laboratoire sur I'espece modele A. thaliana sont aussi observées au champ avec des
plantes d’intéréts agronomiques, des essais préliminaires en plein champ ont été réalisés en parcelle
expérimentale sur grande culture. Ces tests ont été réalisés en interne par les équipes de Staphyt dans
le cadre des stages de M1 et M2 de Chloé Vanniere. J'ai traité les données brutes dans le cadre de

cette these. Des essais ont été effectués sur vigne et sur blé.

4.6.1 Essai vigne
Une expérimentation en plein champ a été réalisée sur vignes cultivées en présence de trois

niveaux d’azote (ON sous fertilisation, 30N fertilisation optimale et 60N sur-fertilisation) et traitées
avec deux SDP commerciaux, le Stifenia connu pour activer la voie du JA/ET et le Messager connu pour

activer la voie du SA. L'impact du traitement en fonction de la fertilisation est analysé en mesurant la
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Partie 2. Résultats Chapitre 4. Impact de la nutrition azotée et du stade de développement des
plantes sur la réponse aux éliciteurs

sévérité et l'incidence du Mildiou (Plasmopara viticola), organisme biotrophe, sur les parcelles
étudiées (voir matériel et méthodes). Aucune différence significative entre les traitements témoins et
les traitements éliciteurs n'a été observée. Cependant, certaines tendances sont détectables et
nécessitent d’effectuer des essais a plus grande échelle pour étre confirmés. Ces tendances indiquent

que le Stifenia et le Messager protégent la vigne contre le mildiou (Figure 78).

L'efficacité de protection est impactée par la fertilisation apportée. En effet, on constate que
quel que soit le SDP utilisé et la maniere de noter, il s’avere que ces SDP sont plus efficaces lorsque
I’'optimum de fertilisation est utilisé. Pour les plantes traitées au Stifenia I'efficacité de protection est

la plus forte a I'optimum de fertilisation. Lorsque les plantes sont traitées avec du Messager, la plus

forte efficacité de protection est également visible a I'optimum de fertilisation.
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Figure 78 : Impact de la fertilisation azotée sur I'effet du Stifenia et du Messager® sur I'interaction vigne - Plasmopara
viticola. A : Photographie de vignes non traitées aux 3 niveaux de fertilisation. B : Incidence de la maladie. C : Sévérité des
symptomes. Les barres d'erreur représentent |'erreur standard et les différentes lettres représentent une différence
significative entre les échantillons, avec p <0,05 calculé a I'aide d’un test t.

Les résultats préliminaires obtenus avec le Messager seraient en accord avec la littérature, a
savoir une activation de la voie de défense impliquant le SA et induisant une protection contre les
agents pathogénes biotrophes (Pieterse et al., 2012). Par contre, les résultats obtenus lorsque les
plantes ont été traitées avec du Stifenia ne sont pas accord avec la littérature, en effet le Stifenia est
sensé induire la voie de défense contre les agents pathogenes nécrotrophes et réprimer celle contre

les agents pathogénes biotrophes. Si ces résultats sont confirmés dans des essais ultérieurs, ils
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Partie 2. Résultats Chapitre 4. Impact de la nutrition azotée et du stade de développement des

plantes sur la réponse aux éliciteurs
indiqueraient que I'effet des éliciteurs sur les agents pathogenes biotrophes et nécrotrophe varient en

fonction de I'espéce végétale considérée.

Nous avons donc vu que la fertilisation azotée influe aussi sur la capacité des SDP a induire une
protection chez la vigne, face au Mildiou, toujours avec un optimum de protection lorsque les plantes

sont fertilisées de maniére optimale.

4.6.2 Essai blé
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Figure 79 : Impact de la fertilisation azotée sur I'effet du Bion® sur les interactions blé — Septoria tritici (septoriose). A :
Photographie du protocole expérimental, les différentes parcelles expérimentales sont encadrées en rouge. B : Incidence de
la septoriose. C : Sévérité des symptomes de septoriose. Les barres d'erreur représentent I'erreur standard et les différentes
lettres représentent une différence significative entre les échantillons, avec p <0,05 calculé a I'aide d’un test T.

Une expérience préliminaire a été réalisée sur culture de blé. Des micro-parcelles de blé ont
été cultivées en absence de fertilisation azotée ainsi qu’avec I'apport optimum de nitrate (200kg/ha
d’ammonium nitrate et 1501/ha de N39). Ces différentes parcelles ont alors été soit traitées avec du
Bion® (0.5kg/ha), soit non traitées. L'impact du traitement en fonction de la fertilisation est analysé en
mesurant la sévérité (% de surface de feuille) et I'incidence de la septoriose (Septoria tritici), un
champignon hémibiotrophe. Les symptomes ont été analysés au stade épiaison sur la troisieme feuille.
Le traitement avec du Bion® induit une plus forte sévérité de la maladie lorsque les plantes sont
fertilisées alors que cet impact n’est pas statistiquement significatif lorsque les plantes ne sont pas
fertilisées (Figure 79). Ces résultats indiquent que la fertilisation azotée a un impact sur I'effet du Bion®

sur le blé face a la septoriose.
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La fertilisation azotée a donc aussi un impact sur I'activité des SDP en agriculture, comme

montré précédemment dans des conditions de laboratoire.

4.7 DISCUSSION

Nous nous sommes tout d’abord intéressé a I'impact de la fertilisation azotée et du stade de
la plante sur l'activité des SDP chez I'espece modele A. thaliana en conditions contrélées et chez la
vigne et le blé au champ. Dans la partie réalisée en conditions controlées, I'impact de la fertilisation
azotée et du stade de développement sur I'efficacité des SDP a a été analysée a différents niveaux
biologiques, a savoir au niveau protéique avec l'analyse de la protéine PDNL38, au niveau
transcriptionnel avec I'analyse des genes de défense et au niveau physiologique en étudiant le niveau
de protection vis-a-vis d’'un agent pathogene nécrotrophe. Dans la partie réalisée en plein champ,
I'impact de la fertilisation azotée sur I'efficacité des SDP a été analysé.

Une mise au point a été réalisée pour mettre en place un systeme expérimental permettant
de cultiver A. thaliana sous 3 statuts azotés différents. Les analyses physiologiques et métaboliques
ont confirmé I'impact des 3 conditions de culture 2 mM, 10 mM et 26 mM nitrate sur la physiologie de
la plante correspondant respectivement a une carence, une nutrition optimale et une sur-fertilisation
en azote.

Afin de savoir si les différents statuts azotés et les stades de développement conduisent a une
régulation différentielle des défenses induites par les SDP, deux voies de défense ont été étudiées : la
voie SA et la voie JA/ET. Afin de mimer un SDP qui active la voie SA, nous avons choisi d’utiliser un SDP
commercial, le Bion®. Afin de mimer un SDP qui active la voie JA, nous avons choisi Iéliciteur MelA car
nous ne disposions pas de SDP capable d’activer cette voie de maniere robuste.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a |’expression des génes marqueurs de
défense connus PR1, PR5 (voie SA), LOX2 et PDF1.2 (voie JA) a été quantifiée.

Le Bion® induit dans toutes les conditions I'expression de PR1 et PR5 et ce niveau d'expression
est plus élevé lorsque les plantes sont cultivées avec un optimum de fertilisation en nitrate. Le Bion®
réprime également le niveau d'expression de LOX2 et PDF1.2 dans toutes les conditions de fertilisation.
Ces résultats sont cohérents avec le fait que les voies de défense impliquant le SA ou le JA sont
antagonistes. L’action du Bion® sur les défenses dépend donc de la fertilisation mais ne dépend pas du
stade de développement. L'utilisation du Bion® doit tenir compte de la fertilisation qui doit étre
optimale et du type d’agent pathogéne ciblé.

L’expression des deux marqueurs utilisés pour la voie JA/ET, PDF1.2 et LOX2 n’est pas toujours
similaire dans les différentes conditions étudiées (Tableau 4). Par exemple, au stade 1 en condition de

sur-fertilisation, I'expression de LOX2 est activée alors que celle de PDF1.2 est réprimée par un
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traitement MelA. Nos résultats suggerent que LOX2 est un meilleur marqueur de la voie JA que PDF1.2.
En effet, I'expression de LOX2 est activée dans presque tous les échantillons traités au MelA.

De maniére intéressante, le MelA active I'expression des genes de défense de la voie SA. Cette
activation est détectable uniquement en conditions de nutrition azotée optimale. Cela suggere que les
deux voies SA et JA peuvent étre activées par certains SDP.

Contrairement au Bion® qui active les marqueurs de la voie SA de maniere indépendante du
stade de développement, I'effet du MelA sur les marqueurs des deux voies de défense étudiées
dépend du stade et de la fertilisation. Le JA étant une hormone impliquée dans le développement, sa
concentration dans la plante varie en fonction du développement. Ainsi, un traitement MelA peut
interférer avec la balance hormonale et activer différentiellement les défenses selon le stade de

développement (Tableau 4).

Tableau 4 : Bilan des résultats obtenus en termes d’expression de génes, de quantité de PDNL38, et de protection chez
A. thaliana aux différents stades de développement et sous les 3 régimes de fertilisation azotée.

Stade de développement

Rosette
10mMm

Floraison

Pre miéres feuilles Induction florale

Fertilisation 2mM 10mMm

azotée

expression
de PR1

Traitement
Bion®

Expresion
des
génes de
défense

expression
de PRS
expression
de PDF1.2

expression
de LOX2

Niveau d'activation de
NPR1

Traitement
Me-JA

Expresion
des
génes de
défense

expression
de PRI

expression
de PRS

expression
de PDF1.2
expression
de LOX2

Niveau d'activation de
NPR1

Ratio d’induction/répression du parameétre considéré : traité éliciteur/témoin eau. Chaque couleur représente une gamme

de ratios.

<x-1.5<x-2

Nous avons voulu savoir s’il existait une corrélation entre I'expression des genes de défenses

et la protection effective des SDP contre D. dadantii afin de savoir si I'impact de la fertilisation azotée

sur la protection des plantes par les SDP est di a I'expression de ces genes.

Le traitement au MelA n’a pas diminué la fréquence d’infection mais a réduit le

développement de la macération uniquement en condition optimale de fertilisation azotée. La
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protection induite par le MelA nécessite une fertilisation optimale. Le MelA n’est pas impliqué dans
les étapes précoces de I'infection mais permet de limiter la colonisation. Cet effet protecteur du MelJA
en condition de fertilisation optimale coincide avec une activation de I'expression des genes PR1, PR5
et LOX2.

Le traitement au Bion® a favorisé la fréquence d'infection, quel que soit le niveau de
fertilisation appliqué (Tableau 5). Ces résultats suggérent que I'application de Bion® favoriserait le
processus d’introduction de la bactérie dans les feuilles d’A. thaliana. Par contre, seule la condition de
sous-fertilisation en nitrates (2 mM) présente une intensité de symptomes significativement plus
importante par rapport au témoin suite a un traitement Bion® (Tableau 4). Ceci peut étre expliqué par
le fait que le Bion® activerait la voie de défense impliquant le SA et que cette voie est connue pour
réprimer la voie de défense impliquant I'acide Jasmonique et I'éthyléne (Pieterse et al., 2012)
impliquées dans la défense contre D. dadantii (Fagard et al., 2007). Cette hypothése est en accord avec
les profils d’expression des genes de défense de la voie SA qui sont activés par le Bion et ceux de la
voie JA qui sont réprimés par le Bion dans nos essais.

Globalement nos résultats montrent qu’il n’y a pas une corrélation stricte entre |’expression
des marqueurs de défense étudiés et le niveau de protection contre D. dadantii. Par exemple,
I’expression de PDF1.2 et LOX2 est activée en condition de carence en azote en réponse au MeJA mais
cela ne se traduit pas par une protection vis-a-vis de la bactérie.

Ces résultats indiquent qu’il est important d’ajuster la fertilisation azotée pour protéger les cultures
en cas de stratégie de protection a I'aide de SDP.

Le niveau d’'immunité différentiel des plantes dans les 3 régimes de nutrition azotée ne peut
étre expliqué qu’en partie par les marqueurs des deux voies de défense étudiés. Il est possible qu’un
effet nutritionnel/métabolique soit aussi en partie responsable des différences immunitaires
constatées. Par exemple, la photopériode a un effet trés important sur les défenses des plantes. Une
étude menée dans notre équipe a montré un effet de la fertilisation azotée sur la sensibilité d’A.
thaliana cultivée en jours courts vis-a-vis de D. dadantii (Dellagi A. données non publiées), alors que
dans nos conditions de jours longs aucun effet de la fertilisation azotée n’a été observé.

Afin de déterminer I'impact des deux voies de défense SA et JA dans le statut immunitaire de
plantes cultivées sous les 3 régimes azotés, un mutant de signalisation affecté dans les voies SA et JA,
le mutant nprl.1. Ainsi il est possible de découpler I'effet signalisation hormonale de [l'effet
nutritionnel/métabolique.

En utilisant le mutant nprl.1, nous avons montré que cette protéine est importante pour la
protection naturelle contre Dickeya en fonction de la fertilisation par les nitrates; en effet, le nombre
d’infections augmente avec 26 mM de nitrate et la surface de macération également lorsque les

plantes sont sous- ou sur-fertilisées. Nous montrons également que la différence d’augmentation ou
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de diminution de la maladie dépendante du nitrate apres le traitement avec un éliciteur est due a une
activation des défenses qui implique la protéine NPR1 et que cette protéine, impliquée dans la
signalisation des défenses a un réle dans la capacité des SDP a induire une protection d’A. thaliana. En
effet, les différences observées avec les plantes de type sauvage (Col0) ne sont plus observées chez ce
mutant. De plus, en utilisant notre antipeptide, nous avons constaté que la quantité de la PDNL38 varie
en fonction des conditions de fertilisation et du stade de la plante.

Ces résultats indiquent que les différences de protection constatées vis-a-vis de D. dadantii
impliquent NPR1 et donc les voies de signalisation SA et JA. De plus, ces résultats montrent que la
protéine NPR1 est impliquée dans la mise en place des défenses de maniere dépendante de la nutrition

azotée.

Nous nous sommes intéressés a I'impact de la fertilisation azotée sur I'activité des SDP dans
des conditions réelles de production agricole. Les résultats préliminaires obtenus sur blé vont dans le
méme sens que ceux obtenus avec le couple Arabidopsis/Dickeya, a savoir que le traitement Bion®
induit une infection plus élevée par la septoriose lorsque les plantes sont fertilisées de maniére
optimale.

Les résultats préliminaires obtenus sur vigne suggerent également que la fertilisation azotée a
un impact sur I'efficacité des SDP. En effet nous avons pu constater que, bien qu’ils n’induisent qu’une
faible protection face au mildiou, les SDP utilisés (Stifenia et Messager) auraient I'efficacité la plus
élevée lorsque les plantes de vigne sont fertilisées avec un optimum d’apport en nitrate. Cette
efficacité chuterait lorsque ces plantes sont fertilisées de maniére inadéquate (sur ou sous-
fertilisation).

Globalement, nous avons donc montré que le stade de la plante et la fertilisation par les
nitrates ont un impact sur I’activation des défenses naturelles des plantes médiées par les éliciteurs.
L'effet de la fertilisation en nitrates semble étre plus important que I'effet du stade de développement
des plantes. Nous faisons I'hypothése que les plantes allouent préférentiellement leur énergie pour se
développer correctement et ainsi se multiplier avant de 'allouer aux défenses contre les agents
pathogénes. Par contre nous n'avons par contre pas pu corréler les résultats de I'expression des genes
de défense avec les résultats sur la protection des plantes. Les mécanismes sous-jacents impliqués
dans la sous- et sur-fertilisation doivent étre davantage étudiés. Si nous transférons ces résultats dans
un concept agricole, nous pouvons dire que le développement d’une protection des cultures par les
SDP peut étre un moyen intéressant de réduire I'utilisation des pesticides conventionnels, mais que
ces produits doivent étre utilisés en tenant compte du niveau de nitrates présents dans le sol ou

apportés. Nous avons ainsi montré avec I'ensemble de nos résultats que ces produits ont une efficacité
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maximale quand les plantes sont fertilisées de maniere optimum et qu’'un manque ou un apport trop

important de nitrate a un impact négatif sur |'efficacité des SDP.

Tableau 5 : Bilan des résultats obtenus en termes d’expression de génes, de quantité de PDNL38, et de protection chez

A. thaliana et de protection pour les essais au champ.

Fertilisation
azotée

- | + +H
|

Traitement éliciteur

Bion®

la septoriose

Protection contre

Sévérité

expression de PRI
Activati .
tvation expression de PR5
des
enes de
& | expression de PDF1.2
défense
expression de LOX2
Laboratoire | Arabidopsis
Fréquence
d'infection
Col0 —
. Intensité des
Protection R
symptomes
contre -
Dickeya Fr.equer.wce
d'infection
nprll —
Intensité des
symptémes
Niveau d'activation de NPR1
Traitement éliciteur Messager Stifenia
Vigne ) )
Protection contre Incidence
le Mildiou . .
Severite
Champ
Traitement éliciteur Bion®
BIé Incidence

Ratio d’induction/répression du paramétre considéré : traité éliciteur/témoin eau. Chaque couleur représente une gamme

<x-1.5<x-2

de ratios.
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Partie 3. Matériel et méthodes

Chapitre 5. Matériel et méthodes pour mise au point de test immunologique
5.1 Matériel végétal et conditions de culture

Les graines de I'accession ColO et Ler d'A. thaliana ont été obtenues aupres du Versailles
Arabidopsis Stock Center (INRA Versailles France), les graines des mutants npri.1 (N3726) dans un fond

Col0 (Cao et al., 1994) ont été obtenues auprés de NASC (http://www.arabidopsis.info). Ce mutant est

issu d’'une mutation EMS (ethyl-méthyl-sulfonate). Les graines du mutant npri-71 (Sundaresan et al.,
1995) dans un fond Ler ont été obtenus auprés du professeur Pablo Tornero (Unerversidad politectnica

de Valencia. Ce mutant contient une insertion d’un transposon dans le premier exon.

Les graines sont stérilisées sous agitation douce pendant 8 min dans une solution a 0,35%
d’hypochlorite de sodium dans de I’éthanol 85,5%. Elles sont ensuite rincées 3 fois a I'eau stérile puis
incubées 3 fois 15min dans I’éthanol 95% avant d’étre de nouveau rincées dans I'eau stérile 3 fois et

séchées pendant la nuit sous hotte a flux laminaire.

Concernant les plantes cultivées en terre, les graines ont été semées dans un terreau non
fertilisé avec différentes conditions de fertilisation en nitrates (2, 10 et 26 mM de nitrates) dans une
chambre de culture dans les conditions suivantes : 18h de lumiére 21 ° C, 6h d’obscurité 19 ° C, 70%
d'humidité relative). Les plantes ont été cultivées pour obtenir 4 stades différents : Stade 1: plantule
(2 semaines apres le semis (AS)), stade 2: stade végétatif (3 semaines AS), stade 3: induction florale (4

semaines AS), stade 4: période de floraison (5 semaines AS).

La solution de fertilisation a 2 mM de nitrate contient 0,0034% de KH,PO,4, 0,00615% de
MgS0., 0.01768% de KNOs, 0,00295% de CaN,0s, 0.001848% de CaCl,, 0.001% de Sequestrene et
0.01% d’oligos. La solution de fertilisation a 10 mM de nitrate contient 0,0034% de KH,PO4, 0,00615%
de MgS0,, 0.05058% de KNOs, 0,059% de CaN;0s, 0.00117% de NaCl, 0.001% de Sequestrene et 0.01%
d’oligos. La solution de fertilisation a 26 mM de nitrate contient 0,0034% de KH,PQ,, 0,00615% de
MgS04, 0.05058% de KNOs, 0,059% de CaN,O¢, 0.00117% de NaCl, 0.162% de KNOs, 0.001% de

Sequestrene et 0.01% d’oligos.

Concernant les plantes cultivées in vitro, six a huit graines sont semées dans des boites de Pétri

de 9 cm de diameétre pour 2,4 cm de hauteur sur milieu MS 1/2 contenant 1,5% de sucrose et 0,8%
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d’agar. Les graines sont cultivées en chambre de culture en conditions de jour long (18h de lumiére,

6h d’obscurité).

Les graines de tomates de la variété Montfavet 63-5 HF1 AB Bio ont été obtenues par le site
https://www.botanic.com. Les graines de Medicago truncatula accession R108 a été obtenue auprés
de B. Alunni (12BC, Gif sur Yvette). Les graines de Brachypodium distachyon accession Bd21.3 ont été

obtenues aupres de I'INRA de Versailles au Brachypodium distachyon Resource Centre for Genomics.

Les graines de tomates, de M. truncatula et de B. distachyon ont été stérilisées en utilisant le
méme protocole de stérilisation que celui utilisé pour A. thaliana. Elles ont été semées en terreau
PELTRACOM agrofino LP 307 et cultivées pendant 4 semaines en serre avec luminosité complémentée.
Les conditions de culture sont les suivantes : 16h de jours et 8h d’obscurité, température maintenue

autour de 21°C.

Les vignes de la variété Cabernet ont été obtenues a partir de sarments de 10 cm de longueur
récoltés en vignobles. Les sarments ont été plantés dans des barquettes de 60 cm x25 c¢cm a raison de
200 sarments par barquette dans du terreau PELTRACOM agrofino LP 525 pendant une semaine et
arrosés a 'aide de 4g/L de Rhizopon® AA2% (>50% MgsH(SiO3)4 ; 2% 4-(indol-3-butyric acid). Ceux qui
ont développé des racines sont transférés en pots individuels contenant du terreau. Les plants de vigne
sont cultivés en terreau PELTRACOM agrofino LP 307pendant 4 semaines en serre avec luminosité
complémentée. Les conditions de culture sont les suivantes: 16h de jours et 8h d’obscurité,

température maintenue autour de 21°C.

5.2 Anticorps utilisés

Un anticorps dirigé contre la protéine NPR1 d’A. thaliana (désigné par antiNPR1.X.D) nous a
été gentiment donné par le professeur X. Dong (Duke University) (Mou et al., 2003a) . Cet anticorps
polyclonal a été obtenu chez le lapin apres immunisation avec une protéine recombinante couvrant

les 465 acides aminés N-terminaux de la protéine NPR1.

Un anticorps dirigé contre la protéine NPR1 d’A. thaliana (désigné par antiNPR1.com) a été
obtenu chez Agrisera (Agrisera n® AS12 1854). Cet anticorps polyclonal a été obtenu chez le lapin aprées
immunisation avec une protéine recombinante couvrant les 250 acides aminés N-terminaux de la

protéine NPR1.

La différence entre ces deux anticorps réside dans la séquence de la protéine recombinante

immunogene.
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Deux anticorps polyclonaux ont été obtenus dans le cadre de cette these a partir de peptides
et seront appelés dans la suite « antipeptides ». La méthode mise en ceuvre pour leur obtention est

décrite ci-dessous.

5.3 Production des antipeptides

La production des peptides dégénérés consensus et des anticorps a été effectuée par
I’entreprise GENEPEP (Saint-Jean de Védas, France). Une séquence peptidique dégénérée (peptide 0)
a été créée en se basant sur I'alignement des séquences de la protéine NPR1 de 22 especes végétales
de maniére a couvrir le plus de séquences différentes possibles de NPR1. Ce peptide, constitué de 14
résidus, posséde deux acides aminés (aa) variables en position 6 (V ou I) et 12 (S ou P) qui lui
permettent de correspondre aux séquences des 22 séquences protéiques utilisées de maniere
suffisante pour permettre de développer des anticorps polyclonaux spécifiques de ces protéines. Une
deuxieme séquence peptidique a été développée de la méme maniére (peptide 1) Les séquences e ces

peptides sont détaillées dans le tableau 6.

Tableau 6 : séquences des deux peptides utilisés

dégénéré HVHRCXLSARSZFF
HVHRCVLSARSSFF
pepO différents |HVHRCILSARSSFF
variants |HVHRCVLSARSPFF
HVHRCILSARSPFF
dégénéré HALQLLSNSXESSS
HALQLLSNSVESSS
HALQLLSNSVESPS
HALQLLSNSVESPP
pepl différents [HALQLLSNSVESSP
variants [HALQLLSNSIESSS
HALQLLSNSIESPS
HALQLLSNSIESPP
HALQLLSNSIESSP

Ces peptides de synthése ont ensuite été utilisés afin d’induire une réaction immunitaire
dirigée chez le lapin et obtenir des anticorps polyclonaux. Les 2 peptides de synthése ont été injectés
a une concentration de 1Img/ml dans 2 lapins chacun et cela, a 4 reprises au cours de la vie des lapins
(jO, j14, j28 et j42). Une exsanguination (j63) a été réalisée afin d’en extraire le sérum contenant les

anticorps polyclonaux.
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5.4 Purification et concentration des antipeptides
Afin d’obtenir les antipeptides antipep O et antipep 1 spécifiques des peptides immunogenes

peptide 0 et peptide 1 respectivement, les sérums de lapin obtenus ont été purifiés.

Cinquante microlitres de solution de peptides synthétiques peptide 0 ou peptide 1 a 0,5mg/mL
sont déposés sur une membrane de Polyvinylidene difluoride (PVFD) de 1,5 cm x5 cm préalablement
activée pendant 10min dans I’éthanol absolu puis séchée. Cette membrane est ensuite transférée dans
un tube a hémolyse puis saturée a I'aide de 1mL de tampon phosphate tween 0,1% (PBST) + 5% de
lait (lait en poudre Régilait® écrémé) sous agitation durant 1h a 4°C. Un millilitre de sérum y est ajouté
avant incubation sous agitation pendant la nuit a 4°C. La membrane est alors lavée 4 fois avec 2mL de
PBST sous agitation pendant15min a 4°C. Les antipeptides sont ensuite élués par choc acide (ImL d’une
solution contenant 50 mM glycine, 500 mM NaCl, 0,1%Tween 20, 1% BSA, pH 3) durant 1min sous
agitation a 4°C. L’éluat de 1mL est récupéré et neutralisé avec 100uL de Tris Base 1M. Cette élution est
répétée 5 fois, et les éluas n°2 et n°3 (les plus concentrés en antipeptides) sont récupérés pour étre
concentrés. La concentration en anticorps des solutions utilisées a été estimée en utilisant le 2D-quant-

kit (GE Healthcare, 80-6483-56)

Cette opération est effectuée sur 10 membranes en paralléle et chague membrane est utilisée
2 fois. Dix millilitres de solution d’antipeptides sont donc obtenus pour les deux éluas d’'intérét. Quatre
millilitres de chaque solution sont concentrés deux fois a I'aide du systeme d’ultrafiltration Amicon
10kDa (10 000 g, 10 min, 4°C). Entre 500 et 600uL de solutions d’antipeptides concentrées sont ainsi

produites pour chaque éluat (n°2 et n°3).

5.5 Extraction des protéines de plante

5.5.1 Extraction des protéines d’A. thaliana
Les parties aériennes des plantes sont récoltées 48 h aprés application de MelA, SA, Bion ou

eau puis réduites en poudre dans I'azote liquide et utilisées pour en extraire les protéines.

Les protéines totales des plantes sont extraites dans un tampon d’extraction (50 mM Tris-HCI
pH 7,5; 150 mM NaCl ; 10 mM MgCl;, 5 mM EDTA ; 10% glycerol ; 4% lodoacétamide, antiprotéase 1X
(cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease inhibitor Cocktail, ROCHE) a raison de 1uL de tampon
d’extraction par mg de poudre congelée. Les échantillons sont décongelés dans le tampon en agitant

régulierement a I'aide d’un vortex puis sont centrifugés (10 min, 14 000g, 4°C). Le surnageant est de
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nouveau centrifugé dans les mémes conditions. Les surnageants finaux obtenus constituent les extraits

protéiques de plantes utilisés pour les différentes analyses.

Lorsque les extraits de plantes sont traités au dithiothréitol (DTT) afin de forcer la
monomérisation de NPR1, 1 pl de DTT a 1 M est ajouté a 30 ul d’extrait protéique et 15 pl de Laemmli
2 fois concentré puis incubés 10 min a 65°C. Ces extraits sont utilisés tels quels afin d’effectuer des

westerns blots.

5.5.2 Extraction des protéines de tomate, vigne, M. truncatula et B. distachyon
Les parties aériennes de ces plantes sont récoltées 48h apres application de MelA, SA ou eau

puis réduites en poudre dans I'azote liquide et utilisées pour en extraire les protéines.

Les protéines totales de ces plantes sont extraites dans un tampon d’extraction (50 mM Tris-
HCl pH7,5 ; 150 mM NaCl ; 0,5 mM EDTA, 0,1% Triton 100X ; nP40 0,2% antiprotéase 1X (cOmplete™,
Mini, EDTA-free Protease inhibitor Cocktail, ROCHE)) a raison de 2ulL de tampon d’extraction par mg
de poudre. Les échantillons sont repris dans le tampon en vortexant régulierement puis la suspension
est centrifugée (10 min, 14 000g, 4°C). Le surnageant est de nouveau centrifugé dans les mémes
conditions. Les surnageants finaux sont récupérés et constituent les extraits protéiques de plantes

utilisés pour les différentes analyses.

5.6 Production de protéines recombinantes

5.6.1 Clonage des différentes parties du géne NPR1

Trois différentes constructions ont été effectuées afin de produire la protéine totale NPR1 et
deux fragments de celle-ci (Figure 30). Les séquences d’ADN correspondantes ont été clonées dans la
bactérie Escherichia coli par la technique de clonage Gateway®. La premiére construction permet de
produire la protéine NPR1 totale (prot T dans le reste du document) soit une protéine de 560 acides
aminés. La seconde construction permet de produire une protéine partielle (prot P) correspondant aux
260 acides aminés en extrémité N-terminale (Nter) de NPR1. La troisieme construction permet de
produire une protéine partielle correspondant aux 139 acides aminés situés entre la cystéine 82 et la
lysine 220 de la protéine NPR1. Ce fragment correspond a la partie de la protéine NPR1 décrite comme
étant impliquée dans la dimérisation via la formation de ponts disulfure entre la Cys82 et la Cys216
(voir Partie résultats, Chapitre 2, §2-1). Ce fragment de protéine recombinante est appelé prot | pour

protéine d’intérét.
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Pour obtenir ces constructions, des PCR ont été effectuées en utilisant comme matrice les
ADNCc d’A. thaliana a I'aide des amorces décrites en FigureXX. Ces amorces permettent d’amplifier les
séquences d’ADN codant pour les trois protéines sus citées en y intégrant en 5’ une séquence Tobacco
Etch Virus (TEV) pour le clivage ultérieur des protéines par la protéase TEV. Les séquences attB1 et
attB2 ont aussi été ajoutées aux amorces afin de les intégrer respectivement en 5’ et en 3’ des produits
de PCR afin de les assembler dans le vecteur pDONR207 par réaction de recombinaison avec le mix BP
clonase (étape BP du protocole Gateway®). Les clones obtenus ont été validés par séquencage (GATC
biotech) puis utilisés pour purifier les plasmides donneurs (p)DONR207 + insert correspondant aux 3
constructions). Les plasmides donneurs ont ensuite été utilisés pour la réaction de recombinaison avec
le mix LR clonase (étape LR du protocole Gateway®) avec les plasmides d’expression (PetG10-A). Ces
plasmides permettent de rajouter une séquence codant pour une étiquette histidine (His-Tag) en 5’
des différentes constructions et de traduire ces séquences en protéine, de maniere inductible (par
ajout d’lsopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)). Les plasmides d’expression obtenus ont ensuite
été clonés et introduits dans la souche DH5a d’E. coli afin de les amplifier et de les purifier. Enfin, ils

ont été clonés dans la souche Rosetta E. coli afin de produire les protéines avec leur étiquette histidine.

5.6.2 Extraction des protéines recombinantes a partir de E. coli
Les différentes souches bactériennes possédant les 3 constructions ont été cultivées a 37°C

dans 2 L de milieu LB + Ampicilline 100 ug/mL + Chloramphénicol 34 pug/mL, jusqu’a avoir une densité
optique de 0,6 a 600 nm. Plusieurs concentrations d’'IPTG et de temps d’incubation ont été testés afin
d’optimiser la production de protéines. La production de protéines est alors déclenchée par ajout
d’IPTG (0,5 mM pour prot T et prot P et 1ImM pour prot I). Les bactéries sont prélevées 3h plus tard
pour T et P et 4h plus tard pour I. Les cultures sont séparées en 6 fois 40 mL chacune et centrifugées

(12000g 15min a 4°C). Les culots sont congelés dans I'azote liquide pour les étapes suivantes.

Les culots sont remis en suspension dans un tampon de lyse dénaturant car les protéines
recombinantes sont dans des corps d’inclusion (100 mM NaH;PQ,, 10 mM Tris pH8, 250 mM NaCl, urée
8M, 1mM DTT, 250mM imidazole, antiprotéase 1X (cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease inhibitor
Cocktail, ROCHE)) puis lysés par sonication (12 pulses de 20sec a 50% d'amplitude entrecoupés de
pause de 30 sec, sur glace 2°). Les extraits sont ensuite centrifugés (20 000g, 15min 4°C) pour agréger
les débris cellulaires au fond des tubes. Les surnageants sont récupérés et utilisés pour les différentes

expérimentations nécessitant |'utilisation de ces protéines recombinantes.
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5.7 Immunoprécipitation (IP)
L'immunoprécipitation a été réalisée en deux étapes. La premiére consiste a lier de maniere
covalente les anticorps a des billes magnétiques. La deuxieme étape consiste a capturer puis purifier

les protéines reconnues par I'anticorps.

Des billes magnétiques couplées a des protéines A (Dynabeads™ Protein A, ThermoFisher
n°10001D) sont utilisées afin d’effectuer une immunoprécipitation (IP) des protéines d’A. thaliana ou

de protéines recombinantes a I'aide de I'antipeptide antipep 0 ou de I'antiNPR1.com.

Des billes sont préparées pour chaque IP. Pour cela 100 pL de solution de billes sont déposés
dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL puis placées sur portoir magnétique durant 2 min. Le surnageant
est jeté et les billes sont lavées 2 fois avec 500 mL de PBST. Les tubes sont de nouveau placés sur le
portoir magnétique pendant 2 min. Le surnageant est enlevé puis 90 pL de PBST sont déposés sur les
billes. Six microlitres de I'antiNPR1.com (6 pg) et 0,5 pL de I'antipepO purifié (25 pg) sont ajoutés par
tube (gsp 100 pL PBST) puis le tout est incubé pendant 1h30 a température ambiante sous agitation
sur une roue tournante. Le surnageant est enlevé et les billes couplées aux anticorps sont lavées 3 fois
avec 500 pL de PBST sous agitation (5 min) sur roue. L'ensemble est ensuite repris dans 100 uL de PBST.
Les anticorps sont ensuite liés de maniére covalente aux protéines A des billes sous I'action du dimethyl
pimelimidate dihydrochloride (DMP). Les billes sont d’abord lavées 2 fois 10 min sous agitation avec
1 mL de tampon de cross-link (200 mM triethanolamine pH 8,2). Les tubes sont de nouveau placés sur
le support magnétique (2 min) puis le surnagent est éliminé. Un millilitre de tampon de cross-link +
DMP (200mM triethanolamine pH 8,2 + 26 mM DMP) est ajouté, puis les tubes sont incubés 30 min
sous agitation sur roue tournante a température ambiante. La réaction de liaison covalente est
interrompue en enlevant le surnageant (sur portoir magnétique), et en ajoutant 1 mL de 50 mM Tris-
HCl pH 7,5 (incubation 15 min a température ambiante sous agitation sur roue tournante) puis en
lavant 3 fois 5 min avec 500 uL de PBST. Les billes liées de maniére covalente aux anticorps sont alors

reprises dans 100 puL de PBST et conservées a 4°C pour les IP.

Les tubes contenant les billes couplées aux anticorps sont placés sur portoir magnétique pour
retirer le surnageant. Puis 1 ug d’extraits protéiques (dans un volume variant entre 150 et 800 uL) est
déposé sur les billes magnétiques. Les tubes sont incubés pendant la nuit a 4°C sur roue afin d’hybrider
la, ou les, protéines reconnues par les anticorps. Les billes couplées aux anticorps, eux méme hybridés
aux protéines, sont lavées 5 fois 5 min avec 500 plL de PBST. Les protéines reconnues par les anticorps
sont alors éluées a I'aide de 50 uL solution de Laemmli + 100 mM dithiothréitol (DTT) pendant 15 min

a température ambiante
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5.8 Western blot (WB)

Des gels de SDS-PAGE a 10% d’acrylamide sont utilisés pour la séparation des protéines. Trente
microlitres d’extraits de plantes ou 25 pL d’éluat d’'immunoprécipitation sont incubés dans 15uL de
Laemmli 2 fois concentré 10 min a 65°C sous agitation puis déposés par puits. L'électrophorese est
effectuée dans du tampon RB1X a voltage constant (100 mV). Les protéines ayant été soumises a
I’électrophorese, sont alors transférées sur membranes de Polyvinylidene Difluoride (PVDF)
préalablement activées 10min dans I'éthanol absolu, a 'aide du trans-blot® turbo™ transfer system
de Bio-rad. Les membranes sont ensuite rincées 3 fois dans du tampon Phosphate salin + 1% Tween
(PBST) puis saturées en protéines de lait dans du PBST + lait 5% (1h sous agitation 40 rpm, a
température ambiante). Elles sont alors incubées pendant la durée de la nuit dans du PBST+ 5% lait a
4°C en présence de I'anticorps primaire (1/5 000°™). Les membranes sont alors lavées dans du PBST
(4 x 10 min + 1x 1h, sous agitation a 40 rpm, a température ambiante) puis incubées avec I'anticorps
secondaire (anti-rabbit HRP de Sigma, 1/10 000°™, 1h 40 rpm a température ambiante). L’opération
de lavage des membranes est renouvelée avant que celles-ci ne soient séchées 2min sur papier
absorbant. Les protéines hybridées par [I'anticorps primaire sont alors détectées par
chimioluminescence a l'aide du LAS 4000 (Fujifilm) et du substrat (luminol + peroxyde) Amersham

ECL™ Prime (GE Healthcare).

Les membranes sont ensuite colorées a |'aide de bleu de Coomassie durant 1h a température
ambiante sous agitation a 35 rpm. Les profils protéiques sont alors révélés en décolorant les
membranes a I'aide d’une solution de décoloration (10% acide acétique, 10% éthanol) pendant la nuit

a température ambiante sous agitation a 35 rpm.
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Chapitre 6. Matériel et méthodes pour le test GUSTAVE

6.1 Matériel végétal et conditions de culture
Des graines d’A. thaliana Col0 exprimant différentes constructions de fusions

transcriptionelles ont été obtenues aupres de NASC (http://www.arabidopsis.info) et sont utilisées :

PPR1 ::GUS (NASC ID N6357) ; pPDF1.2 ::GUS (NASC ID N6506) et pLOX2 ::GUS (NASC ID N57953).

Les graines sont stérilisées sous agitation douce pendant 8 min dans une solution a 0,35%
d’hypochlorite de sodium dans de I’éthanol 85,5%. Elles sont ensuite rincées 3 fois a I'eau stérile puis
incubées 3 fois 15min dans I’éthanol 95% avant d’étre de nouveau rincées dans I'eau stérile 3 fois et
séchées pendant la nuit sous hotte a flux laminaire. Six a huit graines sont semées dans des boites de
Pétri de 9 cm de diamétre pour 2,4 cm de hauteur sur milieu MS 1/2 contenant 1,5% de sucrose et
0,8% d’agar. Les graines sont cultivées en chambre de culture en conditions de jour long (18h de

lumiere, 6h d’obscurité).

6.2 Traitement des plantes

Les pulvérisateurs utilisés pour les traitements sont stérilisés en utilisant le protocole suivant.
IIs sont remplis de javel a 0.35% d’hypochlorite de sodium, puis quelques pulvérisations sont
effectuées afin de remplir la buse de javel, ils sont alors laissés 15 min a incuber avec la solution de
Javel. Les pulvérisateurs sont ensuite rincés 3 fois avec de I’eau stérile avant d’étre de nouveau incubés
avec de I'éthanol 70% buse comprise durant 15 min. lls sont finalement rincés 3 fois a I'eau stérile

avant d’étre rebouchés et conservés pour les traitements.

Les plantes d’A. thaliana sont pulvérisées jusqu'au point de ruissellement avec chacun des

éliciteurs ou des trois traitements témoin. Douze éliciteurs ont été utilisés sur A . thaliana.

Les éliciteurs commerciaux Bion®, Stifenia, Messager® et Vacciplant sont utilisés dilués dans
I’eau a hauteur de 0,015% ; 1% ; 0,6% et 0,333% respectivement. La dose recommandée pour ces
produits au champ ont été convertie en concentration volumique (poids/volume pour Bion® et Stifenia
et volume/volume pour Messager® et Vacciplant) en considérant une pulvérisation de 330 L / ha au

champ.

L’éliciteur commercial Vacciplant de Goémar est un concentré soluble composé de 37g de
laminarine par litre. C'est un stimulateur de défense des plantes, homologué sur blé contre la

septoriose, I'oidium et le piétin verse et sur orge contre I’helminthosporiose.

Le SA (Sigma) a été utilisé a une concentration de 1ImM dans de I'eau.

135


http://www.arabidopsis.info/

Le méthyl-jasmonate (MelA, Sigma) a été utilisé a une concentration de 0,1 mM dans 0,5% de

DMSO).
L’acide abscissique (ABA, Sigma) a été utilisé a une concentration de 50 uM dans de |'eau.

L'acide indole acétique (IAA, un précurseur de I'auxine, gentiment donné par Léo Serra, INRA

Versailles) a été utilisé a une concentration de 10 uM dans de I'eau.

Le 6-Benzyl aminopurine, une cytokinine (BAP, Sigma) a été utilisé a une concentration de

50 uM dans de I'eau.

Le 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid, un précurseur de I'éthylene (ACC, Sigma) a été

utilisé a une concentration de 2 uM dans de I'eau.

Le peptide flg22 (gentiment donné par L. Navarro ENS, Paris), un épitope de la flagelline a été

utilisé a une concentration de 0,1 mM dans 0.5% de DMSO.

Le Chitosan (Sigma) a été utilisé a une concentration de 1% dans une solution a 0,5% de DMSO

et 0,05% d’acide acétique.

De I'’eau, du DMSO a 0,5% et une solution contenant 0,5% de DMSO et 0,05% d’acide acétique

ont été utilisés comme témoins négatifs des traitements correspondants.

6.3 Test d’activité GUS

Les plantes sont pulvérisées selon le traitement envisagé jusqu’au point de ruissellement puis
remises en culture durant un temps donné (selon expérience) avant le prélévement. Six rosettes sont
alors prélevées puis trempées dans 10 mL de tampon GUS (28,8 mM Na,HPO,; 21mM NaH,PO4; 2%
de 0,5 M d’EDTA pH 8 ; 1% DMF, 0.01% X-Gluc) dans un puits d’une plaque 6 puits. La plaque 6 puits
est ensuite incubée 3 fois 10 min sous vide (-0.095 MPa) dans une cloche a vide pour faire pénétrer le
tampon dans les tissus. Les plantules sont incubées pendant la nuit a 37°C pour révéler I'activité GUS.
Les rosettes sont alors rincées a I'eau puis décolorées dans I'éthanol jusqu’a ce qu’il ne reste plus de
chlorophylle. Les rosettes sont alors étalées dans un fond d’eau dans une boite de Pétri posée sur un
fond noir puis prises en photo. Les photos sont organisées en figures grace au plugin figurel du logiciel

Imagel.
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Chapitre 7. Matériel et méthodes pour I’étude de I'impact de développement et de la

fertilisation sur I'activation des défenses.

7.1 Matériel végétal et conditions de culture

7.1.1 Expérimentations sur A. thaliana en conditions contrélées
Les graines de l'accession ColO d'Arabidopsis thaliana ont été obtenues aupreés du Versailles
Arabidopsis Stock Center (INRA Versailles France) et les graines du mutant npr1.1 (N3726) ont été

obtenues auprés de NASC (http://www.arabidopsis.info).

Les graines d’A. thaliana ont été semées dans un terreau non fertilisé avec différentes
conditions de fertilisation en nitrates (2, 10 et 26 mM de nitrates) dans une chambre de culture dans
les conditions suivantes : 18h de lumieére 21 ° C, 6h d’obscurité 19 ° C, 70% d'humidité relative). Les
plantes ont été cultivées pour obtenir 4 stades différents : Stade 1: plantule (2 semaines aprés le semis
(AS)), stade 2 : stade végétatif (3 semaines AS), stade 3: induction florale (4 semaines AS), stade 4:

période de floraison (5 semaines AS).

7.1.2 Expérimentations en plein champ sur blé et vigne.

Les graines de blé (Triticum aestivum) d’hiver ont été cultivées en suivant un calendrier de
culture classique en micro-parcelles. Plusieurs niveaux de fertilisation ont été utilisés. Un lot de plante
a été cultivé en absence de fertilisation azotée, I'autre lot a été cultivé avec l'apport optimum de
nitrate (200 kg/ha d’ammonium nitrate et 150 I/ha de N39) apporté en début de culture. Le dispositif
expérimental appliqué a ces essais est un dispositif a 2 facteurs (Fertilisation et SDP) avec 4 blocs

randomisés considérés comme des répétitions biologiques.

Une parcelle de Muscat planté en 2008 est utilisée pour I'essai vigne. Cette parcelle est plantée
a une densité de 5 050 pieds a I’hectare sur la commune de Rieux-Minervois (11160).

Le sol est identifié comme étant argilo-calcaire. Sa composition en azote total est de 0,102 %,
avec un coefficient de minéralisation (k2) a 1,20 %, ce qui donne une estimation de I'azote
minéralisable a 48 kg/ha. Il contient également 1,8% de matiére organique et un rapport C/N de 10.
L'indice C/N permet de déterminer le degré d’évolution de la matiére organique.

Le dispositif expérimental appliqué a ces essais est un dispositif a 2 facteurs (Fertilisation et
SDP) avec 4 blocs randomisés considérés comme des répétitions biologiques. Les dimensions d’une
parcelle élémentaire sont de 12,15 m? (5,4 m x 2,25 m), six ceps sont compris par parcelle. Trois

niveaux de fertilisation azotée sont utilisés a 0, 30 et 60 Unité d’azote par hectare. L’engrais utilisé est
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de 'ammonitrate 33,5 BOREALIS-LAT © : N-P-K 33.5-0-0. Il s’agit d’'un engrais granulé composé de

33,5% d’azote total, dont 16,7% d’azote nitrique (NOs’) et 16,8% d’azote ammoniacal (NHz*).

7.2 Dosage de I’azote et des acides aminés sur A. thaliana

Afin de quantifier la teneur en azote et en acides aminés des plantes étudiées, des feuilles d’A.
thaliana ont été récoltées 48 heures apres le traitement par les éliciteurs, et immédiatement broyées
dans de I'azote liquide, puis stockées a -80 ° C. La teneur en azote est évaluée via la quantification du
nitrate et nitrite dans les tissus de la plante a I'aide d’'une méthode spectrophotométrique par
comparaison avec une échelle de NaNOs (Miranda et al., 2001). Dix milligrammes de poudre de feuilles
congelées sont incubés dans 300 pL d'eau distillée stérile pendant 20 min sur de la glace. Les
échantillons sont centrifugés a 15 000 tr / min a 4 ° C pendant 20 min et le surnageant est récolté deux
fois. Dix microlitres de surnageant sont mélangés avec 90 uL d'eau et 100 uL de réactif de Miranda (0,5
M HCI; 0,25%chlorure de vanadium ; N-1-naphtyéthylendiamine a 0,005%, sulfanilamide 0,1%) et
incubés pendant 2 heures a 60 ° C. La concentration en nitrite est ensuite calculée sur la base d'une
courbe standard obtenue avec des solutions étalons de NaNOs par lecture spectrophotométrique a la
longueur d’onde de 540 nm. La teneur en acides aminés est également quantifiée par une méthode
spectrophotométrique adaptée de (Rosen). Les acides aminés sont extraits en faisant incuber 150 mg
de poudre de feuilles congelée avec 1 mL de 2% d’acide 5-sulfosalicylique (p / v dans l'eau). Les
échantillons sont alors centrifugés a 12000 g pendant 10 min et le surnageant est récolté pour les
étapes suivantes. Cinquante microlitres d'échantillons sont mélangés avec 150 uL d'eau, 100 plL de
solution d'acétate de cyanure (0,2 mL de 10 mM KCN ; 9,8 mL de 2,65 M acétate de sodium ; 8% acide
acétique pH 5,35) et 100pL de solution de ninhydrine dans I'éther monométhylique d'éthylene glycol)
puis incubés pendant 15 min a 100 ° C sous hotte, avant d'ajouter 1 mL d'isopropanol a 50%. Les
échantillons sont placés sur glace pour réduire la température a la température ambiante. Deux cent
microlitres d'échantillons sont utilisés pour quantifier la teneur en acides aminés par comparaison avec

les solutions standard de L-glutamine par spectrophotométrie a la longueur d’onde de 570nm.

7.3 Traitements d’A. thaliana avec des éliciteurs en conditions controlées
Les plantes d’A. thaliana cultivées aux 4 stades sont pulvérisées jusqu'au point de
ruissellement avec chacun des éliciteurs ou du traitement témoin. Trois éliciteurs ont été utilisés sur

A. thaliana.
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Le SDP commercial Bion® est composé de 50% d’acibenzolar-S-Méthyl et de 50% silice. Afin de
déterminer la dose utilisée au laboratoire sur A. thaliana, nous nous sommes basés sur la dose de Bion®
recommandée pour la tomate au champ (0,05 kg / ha). Celle-ci a été convertie en concentration
volumique (g / L) en considérant une pulvérisation de 330 L / ha. Cela améne a une concentration de

0,015% de Bion® dans de I'eau (poids/volume) pour les traitements d’A. thaliana.
Le SA (Sigma) a été utilisé a une concentration de 1ImM dans de I'eau.

Le méthyl-jasmonate (Sigma) a été utilisé a une concentration de 0,1 mM MelJA dans 0,5% de
DMSO0). Une expérience préalable a montré que la solution 0,5% DMSO n’affectait pas I'expression des

génes de défense (données non montrées).

Compte tenu des contraintes d’espace disponible pour les expérimentations, le témoin négatif

utilisé pour les traitements MelA, SA et Bion est le traitement avec de 'eau.

7.4 Traitements de blé et vigne par des éliciteurs en plein champ.
Les plantes de blé des différentes parcelles sont pulvérisées a I'aide d’un pulvérisateur a dos

jusqu'au point de ruissellement avec le Bion® (0,5kg/ha), ou avec de I'’eau comme traitement témoin.

Les pieds de vigne des différente parcelles ont été pulvérisés a I'aide d’un pulvérisateur a dos
jusqu'au point de ruissellement avec chacun des éliciteurs ou avec de I'eau comme traitement témoin
aux stades BBCH 15 (3 feuilles) et BBCH55 (inflorescence). Deux éliciteurs ont été utilisés sur vigne :

Messager et Stifenia.

Le SDP commercial Messager (ou COS-OGA) de JOUFFRAY-DRILLAUD®© est un concentré
soluble composé de : 12,5 g/L de COS = Chitosan (issu de I'exosquelette des crustacés) et de OGA =
pectine (issu de la peau des agrumes et des pommes).

Le SDP commercial Stifénia de SOFT® est une poudre soluble composée de 100% d’extrait de
graines fenugrec dont les principes actifs sont des saponines stéroidiques et des peptides a faible poids
moléculaire. C’'est un stimulateur de défense des plantes, homologué sur la vigne contre I'oidium. Le

Stifenia et de I'eau comme témoin négatif.

7.5 Tests de sensibilité aux agents pathogénes

Différents éliciteurs sont utilisés selon le pathosystéme considéré (Tableau 7)
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Tableau 7 : Protection théorique induite par les SDP utilisés contre les pathogenes observés en fonction des voies de

défense activées

Volf: de.def’ense s JAJEL
impliquée
Bion®
- Messager®
Eliciteur —
Stifenia
MelA
Protection Contre les agents Contre les agents
théorique pathogénes biotrophes pathogénes nécrotrophes
Mildiou Plasmopara
viticola(biotrophe)
R Septoriose Septoria tritici
Agent Pathogéne (hémibiotrophe)
Dickeya dadantii
(nécrotrophe)

7.5.1 Tests de sensibilité d’A. thaliana

L'efficacité de la protection conférée par les éliciteurs a été évaluée a I'aide du pathosysteme
modele de laboratoire impliquant la bactérie Dickeya dadantii sur la plante modele, A. thaliana au
Stade 3 (voir Chapitre 5). La souche Dickeya dadantii 3937 est issue du stock de I'INRA Versailles. Les
bactéries ont été cultivées en milieu Luria-Bertani. Pour l'inoculation des plantes d’A. thaliana, une
suspension bactérienne a une DOgoo de 0,1 (5x10% UFC/mL) préparée dans un tampon phosphate de
potassium 50 mM (pH 7) est utilisée. Les plantes sont recouvertes avec un couvercle plastique pour
obtenir une humidité saturante et faciliter I'infection 24 heures avant l'inoculation et pendant toute la
durée de lecture des symptomes. Pour inoculer les plantes, une piqlre artificielle des feuilles a été
réalisée a I'aide d’une aiguille stérile, puis 5 uL d'une suspension bactérienne ont été déposés au niveau
de la piglre. Les symptoémes ont été quantifiés par deux méthodes différentes. La premiere méthode
consiste a mesurer la proportion de surface de macération grace a ImagelJ (sévérité de la maladie). La
deuxiéme méthode consiste a calculer le pourcentage de succes d’infection (fréquence de la maladie).
Ces mesures ont été effectuées sur 4 expériences indépendantes pour les plantes sauvages, et 2
concernant les mutants nprl.1. Dans chaque expérience, 16 plantes ont été inoculées pour chaque

condition et deux feuilles par plante ont été inoculées selon la procédure décrite ci-dessus.

7.5.2 Tests de sensibilité du blé et de la vigne.

L'efficacité de protection conférée par les éliciteurs a été évaluée sur le pathosysteme
impliquant la septoriose (Zimoseptoria triticci) et le blé d’hiver. La présence de symptémes de
septoriose naturellement présente sur la parcelle est estimée visuellement en pourcentage de sévérité

d’attaque de la maladie (PESSEV pour PESt SEVerity) et en pourcentage du nombre de feuilles touchées
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(PESINC pour PESt INCidence) au stade BBCH 58 (80% de l'inflorescence présente) d’aprés (Zadoks et
al., 1974).

L'efficacité de protection conférée par les éliciteurs a été évaluée sur le pathosysteme
impligquant le mildiou (Plasmopara viticola) et la variété de vigne Muscat. La présence de symptomes
de mildiou est déterminée visuellement et estimée en pourcentage de sévérité d’attaque de la maladie
(PESSEV pour PESt SEVerity) et en pourcentage du nombre de feuilles touchées (PESINC pour PESt
INCidence) au stade BBCH 61 (floraison).

7.6 Analyse de I’expression des génes par q-RT-PCR

L'eau utilisée dans toutes les étapes décrites dans ce paragraphe est traitée au DEPC afin
d’inhiber les RNAses. Les ARNs sont extraits des poudres congelées par la méthode d’extraction au
Trizol selon le protocole préconisé par le fournisseur (Lifetechnologies). Un microgramme d’ARN est
traité a la DNAse pendant 45 minutes a 37°C (1ug d’ARN, 1uL de tampon 10X, 1uLde DNase (RNase-
free DNase set de Qiagen) dans un volume total de 10 pL. L’arrét de la réaction se fait par I'ajout de 1
pL de 50 mM d’EDTA suivi d’une incubation 10 min a 65°C afin d’inactiver la DNase. Ces ARNSs traités a
la DNase sont alors utilisés pour I'étape de rétro-transcription. Cing microlitres d’ARN sont incubés a
65°C pendant 5 min avec 1 pL (10 uM) d’amorces et 6,5 pL d’eau. Puis 4 puL de tampon de RT 5X, 0,5
pL de Ribolock, 2 uL de dNTPs a 10 mM et 1 pL de transcriptase inverse M-MuLV (20 000 unit/mL,
Biolab) sont ajoutés par tube avant incubation 1 h a 37°C. La transcriptase inverse est ensuite inactivée
durant 10min a 70°C. Les ADNCc ainsi obtenus sont alors dilués d’un facteur 10 (ajout de 180uL d’eau)

pour étre utilisés lors de I'étape de PCR quantitative.

La réaction de qPCR se fait dans 10 pL, a raison de 5 plL de mix SybrGreen (Eurogenetec) ; 0,3uL
de mélange d’amorces a 0,3 uM ; 2,4 uL d’eau et 2,5 uL d’ADNc.

Les gPCRs sont effectuées a I'aide d’un thermocycleur CFX-96 Real Time PCR system de chez
Bio-Rad. Les données brutes obtenues sont traitées a |'aide du logiciel Bio-Rad CFX manager. La
quantité de transcrits normalisée est ensuite obtenue en effectuant le rapport entre les données
obtenues pour les génes de défense d’intérét et pour le géne constitutif utilisé (ici le géne codant pour
la clathrine) en tenant compte de I'efficacité des amorces obtenues a I'aide de la gamme de dilution
et de leur quantité exprimée en unité arbitraire. Le choix du géne constitutif a été effectué suite a des
expériences de mise au point destinées a identifier un géne dont I'expression est stable dans les
différentes conditions de stades de développement et de fertilisation. Plusieurs génes ont été testés.

Suite a ces expériences de mise au point, un seul gene a répondu au critére de stabilité d’expression,
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le géne AT5G46630 codant pour un adaptateur du complexe clathrine. Le tableau 8 suivant reprend

les séquences des différentes amorces utilisées en qPCR.

Tableau 8 : Séquences des différentes amorces utilisées en gPCR.

Amorce Séquence 5'-3'
PR1-F TCTTCACTCCTACTCGTTC
PR1-R TCTTCCCTCGAAAGCTCAAGA

PDF1.2-F CACCGGCAATGGTGGAA
PDF1.2-R CCCTGACCATGTCCCACTTG
PR5-F GCCGTGGAGCTAACGATAAG
PR5-R GCGTAGCTATAGGCGTCAGG
Clath-F GTTTGGGAGAAGAGCGGTTA
Clath-R CTGATGTCACTGAACCTGAACTG
LOX2-F AGGCATCTCAAACTCGCACT

LOX2-R TTCTGGAGGGCATAACTTGG
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Dans la premiére partie de cette thése, nous avons développé des anticorps destinés a détecter

I'activation des défenses des plantes. Nos résultats ont fourni de nombreux arguments qui suggerent
qgue la cible des antipeptides développés au cours de cette these est une forme clivée de NPR1,
présente chez différentes plantes. Cette forme n’a pour le moment pas été décrite dans la littérature.
Cette protéine de 38kDa que nous avons appelée PDNL38 serait impliquée a la fois dans les défenses
impliquant le SA et celles impliquant le JA. Afin de valider définitivement notre hypothese sur le clivage
de la protéine NPR1, et de mieux comprendre le phénomene, différentes expérimentations pourraient
étre réalisées. Afin de déterminer si un clivage de NPR1 peut avoir lieu in planta, il serait possible
d’infiltrer des antiprotéases directement dans les plantes avant de les pulvériser avec différents
éliciteurs. Si aucune bande de 38kDa n’est détectée avec |'anticorps antipepO, alors cela indiquerait
que le clivage de la protéine a bien lieu in-planta et est induit par le traitement avec un éliciteur de
défense. De plus, il serait possible d’infiltrer la protéine recombinante totale dans les plantes avant de
les pulvériser avec différents éliciteurs. Si une bande de 38kDa est détectée avec les anticorps antipep0
et anti-étiquette-histidine, alors cela indiquerait qu’une activité protéase induite par les éliciteurs clive

NPR1 in-planta.

Afin de savoir si ce mécanisme de clivage de la protéine NPR1 est conservé chez différentes
especes végétales et si nos antipeptides sont capables de détecter cette forme clivée de PDNL38 dans
différentes especes végétales, des extraits protéiques d’autres plantes pourront étre utilisés. Ainsi,
comme nous I'avons montré chez la vigne, différents protocoles d’extraction incluant la digestion des

parois cellulaires, devront étre adaptés selon I'espéece considérée.

Nous avons montré que PDNL38 est un bon marqueur de I'immunité et avons donc décidé de
soumettre a la propriété intellectuelle la technique permettant d’obtenir les antipeptides antipep0 et
antipepl. Nous avons déposé une enveloppe Soleau aupres de I'INPI (Annexe 7) et avons entamé les
procédures afin de breveter cette invention. Le dép6t du brevet est en cours a I'heure a laquelle se
finit cette these. Le dépo6t de brevet et la négociation des parts ont été confiés par Staphyt a un cabinet
d’avocats spécialisés dans la propriété intellectuelle. L'étude de brevetabilité a d’ores et déja été
effectuée et indique que l'invention est brevetable. J’ai déja proposé un manuscrit de ce brevet
(Annexe 8) a ce cabinet qui a commencé a le re-rédiger de maniére a pouvoir le déposer
prochainement auprés de I'INPI. Ainsi, I'utilisation de nos antipeptides dans le cadre d’ELICITEST sera
protégée et les prochaines étapes sont la miniaturisation du test WB en test ELISA ou en test

« bandelette ». Afin de savoir s’il est intéressant financierement d’effectuer cette miniaturisation, une
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étude de marché a été initiée dans le cadre du stage de fin d’études de Claire Boisleux au sein de

Staphyt.

Dans la deuxiéme partie de cette these, nous avons développé le test GUSTAVE qui permet de
montrer de maniere simple si un produit est capable d’activer les défenses des plantes et de
déterminer la voie hormonale de défenses (SA ou JA) qui est impliquée. La lignée possédant la
construction pPR1::GUS permet de détecter I'activation de la voie de défense impliquant le SA. La
lignée possédant la construction pLOX2::GUS permet de détecter |'activation des voies impliquant le
JA. Le géne LOX2 est impliqué dans la voie de biosynthése du JA et est donc un marqueur de la
production de cette hormone. Ainsi la lignée possédant cette construction permet de montrer
I'activation des voies impliquant le JA, soit en synergie avec I'ET, soit en synergie avec I’ABA. Afin de
savoir si un produit qui induit une réponse de cette lignée active la voie impliquant le JA et 'ET ou celle
impliquant le JA et I'ABA, il est possible de tester une lignée impliquant le promoteur d’un géne
marqueur de la voie impliquant le JA et I’ABA. Ainsi il serait intéressant d’utiliser une lignée pVSP2::GUS
par exemple. Ainsi un produit capable d’induire I'expression du géne GUS dans les lignée pLOX2::GUS
et pVSP2::GUS activerait la voie de défense impliquant le JA et I’ABA. Un produit capable d’induire
I’expression du géne GUS dans la lignée pLOX2::GUS mais pas dans la lignée pVSP2::GUS activerait la
voie de défense impliquant le JA et 'ET. De plus, il pourrait étre intéressant de croiser toutes ces lignées
entre elles afin d’obtenir une lignée contenant les différentes fusions qui permettrait de détecter

I’activation d’au moins une des voies de défenses.

Ce test nous permet aussi de montrer I'effet potentialisateur d’un produit. Il permet également
de déterminer si l'activation des défenses par un produit requiert plusieurs pulvérisations
consécutives. Ceci est en accord avec I'utilisation effective des SDP sur le terrain qui nécessitent
plusieurs pulvérisations au cours d’un itinéraire cultural afin de montrer une efficacité. Nous avons pu
ainsi adapter le test plein champ d’un produit développé par un des clients de Staphyt grace aux

résultats obtenus avec le test GUSTAVE. (Paragraphe 3.9)

Le test de laboratoire GUSTAVE développé durant cette thése, est donc un test instructif sur la
voie de défense activée, simple et peu couteux, permettant de détecter I'effet d’activation direct ou
de potentialisation d’un produit client. D’autres utilisations de ce test pourront aussi étre envisagées,
afin, par exemple, d’effectuer un criblage a moyen/haut débit de produits potentiellement SDP a partir

d’un panel de molécules.

Différentes méthodes de détection de I'activation des défenses des plantes par les SDP sont

déja disponibles sur le marché :
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Un émetteur / récepteur optique, développé par la société Force A et appelé Multiplex®
permet le "dosage" de molécules, type anthocyanes, flavonols, etc. Cet outil portatif permet
I'acquisition rapide de données, facilement utilisables. De plus, les mesures non destructives
permettent la réalisation de plusieurs mesures sur le méme organe, apportant ainsi des informations
sur I’évolution temporelle des réponses. Cependant, les marqueurs dosés sont peu spécifiques. Il s’agit
de composés du métabolisme secondaire propres a chaque variété de plante qui ont des réles tres
divers au niveau de la physiologie et du développement de ces plantes.

Il existe également un outil de diagnostic moléculaire développé par I'INRA d’Angers, appelé
"gPFD" (Puce a Faible Densité Quantitative : RT-PCR quantitative en microplaque / puce a ADN de
faible densité) qui permet d’évaluer des genes cibles dont I'expression, seule ou en combinaison,
renseigne sur |'état de stimulation des défenses naturelles des plantes (brevet INRA WO
2011/161388). Cette méthode est proposée dans un cadre commercial par la société Vegenov. A ce
jour, une puce est disponible pour le pommier, la tomate, la pomme de terre, la vigne et le blé et le
colt d’analyse est assez onéreux pour une éventuelle utilisation de recherche de stimulation des

défenses des plantes en conditions naturelles.

Des tests de protection sont proposés par de multiples entreprises. Ces tests permettent
d’observer en conditions contrdlées ou au terrain I'efficacité d’un SDP en terme de protection vis-a-vis
des agents pathogenes. Ces tests permettent donc de montrer |'efficacité d’'un SDP mais ne montrent

aucunement le type de défenses activées par ce produit.

Dans la derniére partie de cette thése, nous avons constaté que le stade de développement de
la plante a globalement moins d’impact que la fertilisation azotée sur la mise en place des défenses
induites par un éliciteur. Ceci est constaté pour la voie SA et la voie JA. Par contre, I'effet du stade de
développement est plus fort sur I'activation de la voie dépendant du JA que sur celle dépendant du SA.
Ceci pourrait étre expliqué par le fait que le JA est aussi impliqué dans le développement (Wasternack
and Hause, 2013). Il y aurait donc des interférences avec d’autres voies hormonales du
développement. Il est ainsi possible qu’il y ait un compromis au sein de la plante entre le
développement et la mise en place des défenses. Il a été montré que les différentes voies hormonales
impliqguées dans le développement et les défenses interagissent de maniére a allouer
préférentiellement I'énergie dans le développement ou les défenses. Les interactions entre
SA/auxines, SA/brassinostéroides ou gibbérellines, JA/auxines ou brassinostéroides et

JA/gibbérellines, ont été bien décrites (Huot et al., 2014).

Dans les cas ou les plantes ne sont pas assez ou trop fertilisées, I'expression des genes

marqueurs des voies de défense, le niveau d’induction de notre marqueur protéique PDNL38 et Ia
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protection induite face a des agents pathogenes sont affectés par rapport a des plantes dont la
fertilisation est optimale. Nous n’avons pas pu mettre en évidence une corrélation stricte entre
I’expression des genes de défense, I'induction de PDNL38 et la protection. Ceci nous suggére que le
test le plus conclusif pour évaluer un SDP demeure le test de protection car il reflete réellement

I’efficacité du SDP.

Nous avons montré que la protéine NPR1 est impliquée dans le différentiel des réponses
induites par un SDP en fonction de la fertilisation azotée. En effet les différences constatées dans la
protection face a D. dadantii en fonction de la fertilisation ne sont pas retrouvées lorsqu’un mutant
nprl.1 est utilisé. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que la nutrition azotée est impliquée dans la
régulation de I'activité de NPR1. Sachant que la nutrition azotée peut avoir un impact sur la production
de NO (Sthor et al., 2006), et que le NO peut agir sur I'activité de NPR1 via sa S-nitrosylation, la
nutrition azotée peut donc affecter la S-nitrosylation de NPR1. Il a notamment été montré que la S-
nitrosylation de NPR1 affecte son statut d’oligomérisation et de ce fait peut affecter son activité

(Oliveira et al., 2010; Tada et al., 2008a).

Nous avons aussi montré que selon le SDP utilisé, il est possible d’induire une protection ou
bien, au contraire, de favoriser I'infection. Cet effet est exacerbé par une fertilisation inadaptée. Par
ailleurs, les voies de défense peuvent avoir des interactions antagonistes, il est donc important de
considérer le type de maladie contre laquelle on veut induire une protection afin de choisir le SDP
adéquat. Ainsi Iutilisation d’un SDP induisant la voie de défense contre les nécrotrophes peut favoriser
I'infection par des biotrophes ou I'attaque par des insectes (Vos et al., 2013). Il faut donc considérer le
stade de développement, le pathosystéme, la voie de défense impliquée et le niveau de fertilisation

azotée (Dietrich et al., 2005).

Les résultats obtenus dans cette troisieme partie seront valorisés dans le cadre d’une publication
scientifique en cours de rédaction (Annexe 9). Nous voulons effectuer d’autres tests de protection en

utilisant le pathosystéme A. thaliana/P. syringae (en cours) avant de soumettre cette publication.

Cette these CIFRE s’est donc située a l'interface entre la recherche fondamentale et la recherche
appliquée. Jai pu exploiter les connaissances, concepts, et techniques moléculaires connus en

recherche fondamentale pour aboutir a des résultats exploitables par les industriels de I'agronomie.

Dans le cadre de cette thése j'ai développé deux nouveaux tests qui seront proposés par
Staphyt : ELICITEST et GUSTAVE. Ces deux nouveaux outils seront intégrés au pipeline de tests déja
proposés par cette entreprise (test d’activité directe sur I'agent pathogéne, test plein champ ...) afin

de permettre I'évaluation et I’homologation de nouveaux SDP. En effet, ELICITEST et GUSTAVE
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permettent de montrer l'activation des défenses a deux niveaux moléculaires différents
(respectivement aux niveaux protéique et transcriptionnel) comme il est recommandé dans la
méthode d’évaluation des SDP (MG14) proposée par le CEB. Les résultats obtenus permettent aussi
de mieux appréhender les différents facteurs influant sur I'efficacité des SDP et ainsi a Staphyt

d’adapter ses protocoles pour les tests plein champ proposés a leurs clients.
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Partie 6. Annexe

Annexe 1. Identification de NPR1

Afin de montrer que la bande détectée correspond bien a la protéine NPR1, une identification a été
effectuée par spectrométrie de masse sur des bandes découpées sur un gel d’acrylamide réalisé en
paralléle avec un Western blot, par la plateforme PAPPSO (UMR Génétique Quantitative et Evolution
- le Moulon, PAPPSO, Ferme du Moulon, 91190 Gif sur Yvette). Huit bandes ont ainsi été découpées
puis les protéines retrouvées sous ces bandes ont été digérée avec de la trypsine avant analyse Figure

80.

Serre invitro
Eau' SA | eau Bion

170
130

100
70

-

55

B RN

40

-

"

35

- 25
kDa
Figure 80 : Détection des cibles de I’antipeptide 0 en Western blot sur des extraits d’A. thaliana cultivées en terre et in

vitro et traitées avec du Bion® ou du SA et de I'eau. Les rectangles rouges permettent d’allouer un numéro a chacune des
bandes découpées pour identification

NPR1 est retrouvée parmi les protéines identifiées au niveau des bandes 6, 7 et 8 et ce sont
les mémes peptides qui sont détectés quel que soit I'échantillon et en quantité équivalente (la limite
de détection) Tableau 8. Ces peptides couvrent 4% de la protéine totale mais sont suffisants pour
affirmer que c’est bien NPR1. Ces peptides retrouvés se situent juste en amont de la séquence qui nous
a permis de développer I'anticorps (en N ter) Figure 81. Aucun peptide n’est retrouvé en C ter. On ne
peut donc pas dire si la protéine détectée en western est la protéine compléte ou alors une protéine

clivée quelque pars en C ter.
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NPR1

Peptide injecté pour

82

créer I'anticorps

Peptides détectés au
séquencage

Figure 81 : Schéma de la protéine NPR1 montrant ou se situe les peptides séquencés ainsi que le peptide utilisé pour la
conception de I'anticorps

Tableau 8 : Résultats montrant la détection de la protéine NPR1 pour les bandes 6 7 et 8 ainsi que les peptides
correspondant a cette protéine détectés dans ces échantillons.

Bande 6

MS Sample 20160602_cueff_160_6

Group ID [Sub-group|Protein ID Description log(E value) |Coverage MW size Spectra
MS Sampl€20160602_cueff_160_6
Group ID |Peptide ID|Sequencell Modifs Charge MH+ theo |[Number of subgroup|Subgroup ids [Number of spectra
c106 pepclO6al [ISNSFESVFDSPDDFYSDAK 2 2269.978 1|c106.al
c106 pepclO6a2 |IVISDGR 2 759.4364 1|c106.al
c106 pepclO6a3 |SFESVFDSPDDFYSDAK 2| 1955.8186 1|c106.al
Bande 7
MS Sample 20160602_cueff 160_7
Group ID [Sub-group|Protein ID Description log(E value) |Coverage MW size Spectra
MS Sampl€20160602_cueff _160_7
Group ID |Peptide ID|Sequencell Modifs Charge MH+ theo |[Number of subgroup|Subgroup ids [Number of spectra
c132 pepcl32al [ISNSFESVFDSPDDFYSDAK 2 2269.978 1|c132.al
c132 pepcl32a2 |[IVISDGR 2 759.4364 1|c132.al
c132 pepcl32a3 |SFESVFDSPDDFYSDAK 2| 1955.8186 1|c132.al
Bande 8
MS Sample 20160602_cueff _160_8
Group ID [Sub-group|Protein ID Description log(E value) |Coverage MW size Spectra
MS Samplg20160602_cueff_160_8
Group ID |Peptide ID|Sequencell Modifs Charge MH+ theo |[Number of subgroup|Subgroup ids [Number of spectra
pepcl26al |ISNSFESVFD: 2 2269.9776 1|c126.al
pepcl26a2 |IVISDGR 2 759.4364 1|c126.al
pepcl26a3 |SFESVFDSPD 2 1955.8186 1|c126.al
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Annexe 2 Protocole GUSTAVE au format interne de Staphyt

ng_':'-" Caphyt e .

Objectit-  Ce document expilque comment redlser un test GUS félcfiation etiou polentialisation des woles de
défense des plantas par des SDM.

Conditions - - Toules lee Stapes jusqu'd la nécoite se démulent en milleu stérle sous |3 hotte 3 fux laminaie avec du
material siarie.
« L3 culture es? effechsse en chambre dimatique 3 22°C en condition jours longs {150 décialrement par
jour)

Maorel: - Graines @A thallana PRIZGUS etiou PDF1 2:GUS
- Bofiag g Petr ondes d % h - 9em ¥ 2.50m
+LW

- Bcanelies sherfes (S0, 100, S00mi et 1)

« Epandorts 1.5mi

« Cure genis shérlles

« Puivérisabeurs

- Eprowvetios graduées sterfies (50, 100 et SDOmI pour préparation des @ments dessal e du tampon

GUs)

- Plagues € puits

- Canes de mi shérlies

« Pipetiss

« 2 pinces 3 dissecton fnes

« Alurminium alimenitaire

« Fored noir {photocople de sac poubalie par ex)

- Logidlel Image) &t 5on plugin Figur=.J

Apparedls -« Hotte & fant laminaire
= Cinzhe a vide
+ Agitaieur magnetique
+ Baimaal magnatique
+ Fropipetis
=Eluwe 3 370
« Appsarsl photo ef chamione de photographie
Produtts ©  + E3u perminss 3 iempdEture aminianis sterle
« Bléments d'essal
« Temoin posit! : S (pour PRI ) Me-JA dars DMSO (pour POF1)

= Milleu WS [Murashige et Skoog + vitamines )
= SUCTOEe

- Agar
= Comprime de Eaymchion [Javel)
= Elhanal 85%

= HaTHPOS 1M

= HaH2P0d 1M
«EDTAQSMpHS

= ¥-Ee

= OMF

Reacponcablec d= 'acton Agbone | Cpérations. |procrwan proced e
=

L docurmen] o e ropnds da St - Hepodusion werdide e wub et page 17
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(ZStaphyt

Uiser b= fichier exos] : calou-GAUE xiox

- pour diterminer = nombne de bofbes wiles inomibne de conditions A fesier ef
BARER] =t = nombne de bofbes & préparer (20% &n +) (= nombre obbenu
comespond & une eyl eypérimentabion of nécessite donc o e doubi® Dour
iefTechuer b= dupdical).

- [pour déleriner | cabendrier de manipulstion
Deétrrmminier ks graines & utlllser

Des graines PR:GUS sont ullisées 5l B vwole d= |a GAR esl eshie des
graines FOF 125008 =l Cest I wole de MERL
Les deiy souches o= plantes sont wlsées o o5 deun woies sont beshies
jdans o cas multipher par 2 je nomibre de boles).

Timeiine de Fespdrimeniation :
= Bl uniquement lest Sickabion :

s 7 ff’

nk L1

calcu-CUE Y

e LR s ]

V4 !‘/-"{f{"f

T e

|
[Préparation des boftes O culfurs In-vitn -

- Prisparer du millleu ME 1, surose 1,5%, agar 08%

Four S00m| dars. une boubelie 4™l

ME:22g

Suoose ;T 5Q

Agar: 4y

Eau millq : 500mi

Fas besoin o ajusber = pH

Technicien{ne] de
labomabine - Aufioolresr

- Ciouler ko milllsw dare l2s bofles de Part
USkser l=s S00mi d= millew pour remple 7-8 bofies de 13,5cm de diaméire
Z.5cm de haubeur (sous hobe & T laminasire). Prépaner 205 de Dofbes de
plus que récezzaine Fin den avoir suMsamment o ontamimabion (Fvant
seml o durant [ pousse)l. Les conseraer & tempdrshare amblanke (pour

imirer oute boke contaminds avant semi).

Lo docurrenl el e Sropnis da St - Meprcdu chon ertersie pae suks vraticn page 2T
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J

- Préparer 40l de pave (1 comprien® de: baymochions: pour S0l o sl

- En premdne: mi dars Sl o Shanol 955

= Mztire des graines dans ke fond d'un dpendorm 1.5mi (7)) =t y sfouter 1mi
ide by soluBon préoadents.

- Agiber maximum 18min sur roue oumants oo par iversion @ B main.
- Enisver 3 [ave] st fincer 30 A PaSancl 955

- Eniever Méthamol ot alzser skcher gur la nult cows hobis & Sux laminains.

CluantRd apprmaimalwe de graines:

|
| Staniiizer lea pulver=aleurs : (1 puversaimar peut Sbe UElse pow 2 ou
3 conditions de puiverisation)

Préparer die ko jovee] & ralzon de 1 comprim pour 100mi =t de Féthanol 70
{50m| par pubsinssbeur,

Bous. hokie & S lamilnabns

-Fermplr les puivirisabeurs aver de 3 [aved =f puhidriser dans une poubele
de pallazss une dizsine de fols pour =n nempds b buse Laisser unoquart
dheure (pas plus pour &vier ke GEpits de javel Soilde) Rempir es
bowchons avec de 'Shanol =t es alsser sous hoe, & part, k= reskE du
pamps.

-Rincer les pubvirisabewrs 4 Meau milllg sérile 3 A 4X en pulvérisant une
dzaine de ol & chague Stape ains] quis wide pour blen incer ka buse.,

~Rlemplr s puivirisateurs o thanol TO% et pubsriser dams une poubele de
palizsse ure dizsine de fois pour =0 replr B buss. Laksssr un quart dheurs
[=T].1T-%

-Rincer les puivirisastewrs A Pesu milllg siérile 2 4 3X en puivirisant une
dzaine de fol & crosgue Stane airsl quid wice pour bler fncer b buss.

=Wider ies puvarisabEurs ainsl que ka buse.

=\ider ies bouchons = ez remeline en piace (pemet de mainkenir i buse &2
Fintdrieur du puswanssbeur shirie)

- Conseree ies puivirsateurs dans un plastigue jusquy usisabion.

oo deocurmend e in propddd da Stapbyd - Seorcduciion rderciie sara suln rration pageﬂ-ﬁ'
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J2Staphyt

Test GUS delicitation/potentialisation des défenses des plantes

Dpoezer wne quinzainsg de gralnes par boftes sous fobe & Tux Eminaie =n
tapotant Mpendor? et ez dsposer & 2-3cm de distances du bord =t Fune de
Fautre & I'oide dun cure-dent shirle (changer de cure-dent pour chague
bofiz]. Farmer ez bokes & okde O urpo-pore.

o @ "x\
SomoL o
Cisposion aporoyi—athe des grakes s @ & & ..l
I'._‘ [ ] L} I/.'
7] L]
. P
Emmener s bofles &=n chambee de cuture (22°C,16h diécairement) powr 3
gt
Enlever les confaminations -

Faszer rsguitrement verifier qull n’y @ pas de contaminations.
27 C'est un champdgnon ; jeier B bole.
3l c'est une basobirls {coionie), I'eniever sous fobe 4 Faide d'un oine de 1ml
sitrie | utiser e odne COMME Un EMpohe EEce &n centrant |3 oolonie puls
boucher i pone e e doigl et prédesser.
Dans o= caes vertler i boke je kendemain 2f k= sufenderain, 2 B bachine s
diveloppe de nounvenu, jeber by bole.
3l |a bachére se she & ookt duns paniz, snizver B planbe (4 Ralde dune
pince siirie] ou jeter i boll.

|

[Préparer les scluSons 3 puUlvenssT - = matn)

Cans des boutedles sidvies avec de 'epu siirie ot des Sprouveles
radutes sitries. Fréparer minimum 15-20 mi de solulon sous hofe & T
aminaire.

- B4, {mild : faire une soiufon méne A 2 MY dang une boutsle shide de
100mi @wec UN bameny Emens herle (rone & Psthancl TO%) - 0.I76Q pour
100 il puls ure fois dissoute =n firer 30 mi aver on filre 223um. En priever 10-803
ZSmi ety rajouter 25 mi deaw shire = obtenir du Tmbd

=hizdA 0.1 - 1l de WA =t S0pl de DRSO dans. S0ml deau

- EMsmenis d'scsal A Sester : faire seion le probocois 10803 & respectant
s doeses prévuss aver l= clent

_ 1

G docurmant] ax! i Sropodtd e Slasbnd - Seprodustion rdarciis sart sulbrbnation P#_mrlr
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UHlser | cabsndrier de manipuiation pour dsterminer e jour o= |3 oo des
plhTisaton 5.

Cans = cas dun f=st déllottation, uns cauls pulverication term eTecfpke
dans l= cas dhun fast de potesndlalication cette Saps cera renouveiée A |a
dals prévus ssion = calendrier g ranipuiatulon.

& pafbe Stape |1 2sf important e bien s'organissr en onotant B oou les calnECIUE My
condion(s) o= putvérsabion sur chague bole= en Se nEhemnt BUN RUMARD
alioud & craque condition dares = pian dahade.

i k=3 bodbes, ke puivwiriser en pubsirizant 7 4 8 fols (e mdme nombee de
finks) puls bes refermer & Palde dwpopore. Les amensr =n chambe de
cuthare. Enbe chagque puieirisalion, rfncer ies pubsirissbeurs 4 Feau milg
sitrie I 4 33 = pubvitisant une doaine de fois & Chague S@pe ains gu'd
wide poLr bben rincer B buse.

Ihﬂ-pmari&lanpm GIS : (e matin) & raison de 1001 de mmpon par
oomciion.

Afterfior ! Solufion phobsensibie - Me rajouter e -Gk qu'au demier
roment =t gander e DF+X-GEhe ans gue = ampon final & Fabrs de s
Jumigre jEnfourer FauiniuT almentine].

Tarmpon GUS powur SD0

-HECHPOL M 14, 4mi IsHIPC 1 B - 40,5m
-EDTADS MpHE : 10ml  -HZD millg : gsp 455mi

~Dilger 250y de X-Cauc dares S mil de DINF puls mjjoulsr e lout dares i
soiution préosdemis.

Préparer des plagues & puits (un ot par condition | =n e anrotant au
AU, =0 e refant s numen alloud & chague condion dans be plan
dfshade

RBcoier s planiBs | ('apres-mid) en uisant dewr pinces fines.

Ubliser = calendrier de manipuiaton pour determminer ke jour de la rsooibe.

Prijmyar @ rocatisg repricenbalyes de 3 bobe rdmaries psmininemens Uy
bofie =f =5 déposer dans le pulls oemespondant comtenant 590 mi de CaEEUE e
fampon GUS. Pour oml, afraper sous i base de la rosels aver ume
premiire pince (AU nivesn de Fhypoootyie), pllsser |3 deindéme pince sous. |3
prembine on Salsant afention 4 prendee boubes es mones, puis Erer d'un
COUD SEC pOUr Bnlever =5 racnes.

Coloration GUS -

U fois bex plamies pridessies of mises dans. des puits avec du bmpon GUE,
s courrerthre au vides (300 901 Sein), & aide dhune cloche 3 vide, pour fairs
e by soiuion

Four c=ia owrrir les piagues & puils =0 repérant bien guells pague @ avec
iqued cowvercie], les planer dans b codhes & vide of descendne 8§ 0035 WMPES
{edure sr k= wacuomdiel Une fois oefie étape nealsés, mefomer es
plagues, = eriourer dakuminks™ almenfaire =t =s nouber cur B3 it &

' 7

S documeni ea! e oroodd da Septyd - Heproducion rdersids naer subirinetion page ST
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o

DaCoboradon - (= matin)

Eniever e lampon GUS des pults [Optonne” e prtisver 1.6 m' dans des
ependon” poor orimo nofation |, et incer 2X & Mesu. Poor oeis obllser une
pipztte 90, décaier ez plantes Wers e halt du pults ef pntisver vers = bas
=N mesant ks pipestie Dien perpendodlaine au ford du pofis = en pipetant out
dourement (pour ne pas abimer ez planhules). Remplacer Feau par de
Fathamcd 55%, puls |aisser Incuber jusgu'd décoloration compldte des
planbuies {1 =5t pariols ndcessalre de changer ['Ethanod une fSols)

[Photographis - rapnes mia)

Cptionnel: Eigisr fes spendons comenan ke iampon pelievd prbcdgemmend
Sur une feulle blanche. Nofr iy condition de puversaton v B el au

SEEIUT O Chiague be en o= gt oy numE giood 3 chaque conakion
anT i phan e,

Friparer umes plages @ pulic aver 2-3ml desu par puls, =t un fond noir

(proDoopie de SaC poubsile par =y Sor Eque |3 piagqus SEr posss (Do
bon onfrasie des phoboes)

Lorsgue les pantes sont bien déoolorsss [pus de vert vishie) =5 priieyer
(condition aprés condton) & sipaner les & plani=s de chague oonclion
chascure dans un puls conberant de Pesg) ot s dtaler de manisne A =S wolr
&N Enter, & Falde de deuy pinces fAnes.

Prendnes sn pholo (mode macrn) chague planks de chague condBon =n
repérant bien o= que reprtsenis dhague photo. Pour cels, enfre chague
oomdidon prende &n phoin Pannotation du couvsencls de i condition sufvamte.
Arsl, Fappars] phobo res@tuant les photos dans Fondre des prises de e,
chaque piolo pouma ditre (dendfids

Primo NOTmon (Cmonnal) :

Allouey ovel nobe (o= 0d &§ 4 chaoue conciBion &0 utiisant i@ shofograndtis
dex mbes de dampon. Powr cels, constfuer one Scheile pvec b= Booins
i, pocif of der bes Sver Lne Cokoration infermediaie. Cete oRmo
notation permet Sl LN DT SWs S ks et obianus.

I
Construction de ka figura da réaultat -

Trather less phobos & Faikde du piugn Fligurs.) du logicks] Image). Mhatlser gue
E phofographies par coneditbon (les S jes plus semblabies) Erregiciner es
figures. =n g puls l=s metire dares un fichier Wond =t snnoter chaque Bgne
Le ficher peuy Ote siors enregisind an pd' pour inidgrafion dans = ranport
dehude

I

[Traftement des resultats |

Uslser e figures pour allousr une modes & chague condbon =n wdlsant
Féciele de notabion du plan dhéuce.

Consinue be Sbesu de resulst sipuiart 3 no et s3 cignification pour| | IRDISAUCIRSt vy
chaoue condfon. Sour csi utlser e Schisr Euce ; biieauy-tast ¥ox

e bl gy s nepiis dans 3 parte rtsulat du epport Oituse.

L docurmen] ox! I oot da Siagb - Heor AT page &7

180
Camille Verly Thése de doctorat Université Paris Saclay 2019



Partie 6. Annexe

JzStaphyt
|=EDACTELN
Dats Lgnatuy Date Sgranure

LB bl 0 d - v S St A s N i page 17
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Annexe 3 Tableau dynamique permettant de calculer le cofit facturé de
GUSTAVE en fonction du nombre de conditions

Montant de la facturation de I'étude en fonction du nombre de conditions voulues (nombre

de boites) et du temps passé en bibliographie et expertise

Remplir e nombdre de Doite preas prevy inzi que e nombre heure de bibliographie et d'expertize effectuce dans les Cazes PUnes Comespondant & i
bonne fourchette du nombrre de doite, e tant de la prestation appanit dans is Gize rouge comespondante
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Annexe 4 Devis type GUSTAVE au format interne de Staphyt
; ‘ i i
[/, Biorizon

e

[0 PLAMT HEL
Projet Test XXEN Cli=nt 1

TEST DE L' CHOISISSEZ UN ELEMENT. DE LA
CHOISISSEZ UN ELEMENT. choisissez un dément.

Projet XXX XX

Ce projet consiste 3 eveluer Factivite de Chioisssez un &2meht. en tant gue Stimulateur de
Defense des Plantes [SDP) &n slinteressant 3 lewr effet d'chaisizsez un Slement. de | Chaoisizse:

um el ment..

Poar Choisiszaz un =iement. Feffet d'Choisiser un =lEment. Tera teste pour Clques ic pour
taper du texte. conditions =n les mettant en paralléle avec 3 contrdles, pour un total de
Cligues id powr taper du texte. conditions. Cette experimentation ser effectuee a 2 reprises.

Ce document décrit les tests qui seront effectutes sinsi que le cout de oot essai.

Elicitation par des nousssux SOP 22j0a/2019
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(/ Biorizon
A LeTINE B PLINT HEAL * Tact ¥EEY Cliznt 2

1 - EFFICACITE D'Choisissez un element. DE LA Choisissez un element..

1.1 - Systeme d'essai

Les essals seqont condulis sur o2 jeunes planies enbiéres d'Arabidopsis thallana Coll
passédant une construction Choisissez un 2lement., permetiant la visualisation de Mexpression
Choisissez un element.. CBile consinuciion permet dobserver MeXpresslbn Choisiszez un
zlement.(¥la 50N promotewr couplé 3 un géne epporteur (la f-glucuronldass ou GUSHdont le
prodult est détectable par la présance d'ume couleur blews aprés Incubation dans un ampon
specfique).

1.2 - Test in-vitro
Uns mathode de guanifcation relative reposant sur FMinbensite de 13 coulewr produlke sera
utlllsée pour evaluer MefMcactte de Factvaton deda choisis=z un Blement paAr Choisissez un

zjEment..

Chague podult sera testé pour Cligues ki gowe t=per,ou texte. Choisissez un Zlement.
ultérieurement en accond entre le clent e k2 regiésentant). Un best témoin impliguant
Choisissez un slement cOndiions Sefd reallse en paraléde. Cliguez it pour taper du texte.
condiions différentes seront donc tesbdes par expérimentation et ees Cligues i pour t2per du
tente. COndilons Geront festees 2 fpls dans b2 cadre de I'essal La méthode
d'expérimentaiion est facTiie C-0eEE0US.

- Elude ge chaque condition sur des lots de & plantes ov. Armbldops!s thallana Coll Choisissez
un element.,

- Geminalion de & graines i wirc puls cullure 3 semaines en chambre e culture a 2255 et
églairement 16hiour,

- Chague prodult sera besf & croisissez un ei2ment. UREm2urement en accord entre le cllent et
Ie regrésentant]

- Pulvérisation sof avec de Meau (i&moln negatil), ou choisissez un &&ment. oUW Ou Blon™
(lemdins pOSIHS]), 50 aves Choisissez un slement 3 IBSIET, EMISE en cullure poUr Chaisissez
un =lement (definks wtérieurement en accord entre ke cient ef le représantant),

- Récolte et Incubation dans tampon de coloration pendant fa nult 3 37°C.
- Phofographies traltées 3 alde du plugin FigureJ du logickel Image.,
- Motation des conditions,

2. - REPLICATION DE L'EXPERIMENTATION

Elcitation par des nouvssux S0P 2042019
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[ Biorizon
m PLAMT HERLTH

Chaque sssal sera reallss 3 fols.

Projet Test XX Cliant 3

Ehcitstion par des nowsssux SDP 22/0a 3019
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[, Biorizon

3.- RAFPORT ET TIMING

Projet Test 3K Cli=nt 4

Les résulats prélminaires seront delwés dés leur obtenton par e-mail.
Un rapport 5era redige a la fin de l'essal.
2 rapport se7a Imprimé af une varsion dlectronique 5erd envoyes par e-mall.

4, - CoUT

Le coui du test @choisissez un &&ment. 08 |3 £hoisistss un jement. Pour
Chiisiszez un &l=ment (pOUr ¥ doses et ¥ bemps @TTSFENs ], Chisisssez un sl2ment
IEmoInECmoisizsez un element st de . 11 1008 THC

Validatian Data ©
Signaturs :
Marthiac, be K
Ehcitation par des nows=sux S0P 22fo4/3019
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Annexe 5 Plan d’étude GUSTAVE au format interne de Staphyt

PLAN D’ETUDE RELATIF AU CONTRAT
N® Xxxxx GUS /

(XXXXX)

[, Biorizon
’ ACTING FOR PLANT HEALTH

TEST DE L’INDUCTION DE CuosissEz un ELEMENT.

EN CrHoisissEZ UN ELEMENT.

PREPARE PAR - CAMILLE VERLY
REVU PAR . DR. MARIE EMMANUELLE SAINT MACARY

APPROUVE PAR - DR. FREDERIC GIRAUD
LE:

VISA:
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PE0 B FFLESE S OO FOMAM SRR

SoM LIRE
T ——— — - J
APPRODATIONS ET VERIFICATIONE e, 3
INTERVEMANTS . N &
COMPOIANTES DE L'ETUNDE . e I -]
RESUME ET CODES DES COMDITIONE ETUDEES .. ... v o rornes s o e s s s B
LA G PR S MM L O L T o i i s i s i e ot
MEATERIE LS ET M ETH M E R . oo e e e e e o s e i i e e -
1. ST L
7. MaTERNR VEGETAL |
3. ELEWENT{N) O EBRAI B
A, SYITERE DR b
5. AEPLEATION DES ELEMENTS DT8Rk k|
£, Conmesynon DES ELELERTE DIRSa i
53 Duumong 11
58 ConCEnTRA Tl FTUCaRES 11
B4, CORDITHIA O SPPLUCA TION 1z
£5. CoMDIMoNS O RCUBATION 12
§. CometeTacnd D ClLTuRE )
T. NOT& TS iz
B. BAPPONRT DE 8 YHTHESE il
5. Derrgaain DU FLAN BETVSE 133
10, ARCHPE AL LY DCOUMERTE 133
§ Pl Faghl * S TR
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PLAY PWPLDE NOOUNNON ANosamons 57V Rscanone

APPROBATIONS ET VERIFICATIONS
L8 DN T'HUCE 2ME0ent 2uU COMIAI N 15 51 01 GUS MSY 1521 220 o8l valos par

Ls DpoTous 0'ETuDe

Monsieer Frécerc GIRAUD Oate -
BIORZON SARL LDgnanare
e Fracgois Magende

Borseaus-Mo~tes it

33550 MARTILLAC ~ France

Teephooe: 0557 960500

Tescople - 05 57 95 08 01

Le DEmanooun

Vonskwr Freody MEARARD Ot -
JOUFFRAY DRILLALD Sagnature
Asredse

CP Ve -Pays
Téephors :
Teocope

STT for ) s )
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P o ierins W oo TN T AnTs
INTERVENANTS

LE DEMAKDEUR

T R
adresse

CP Wile - Pays
Télephane
Telecople

LE DIRECTEUR D ETUDE

Monsleur Frédérc GIRAUD
BIORIZON SARL

Rus Frangols Magendie
Borfeaus-Moniesguley
33650 MARTILLAC — France
Téephane (05 57 96 06 00
Teékdcopde - 05 57 96 06 01

L'EXPERMENTATELUR

Monsleur Camlliz VERLY
BIORIZOMN SARL

Rug Frangis Magendie
Bordeaus-Monissguleu
33650 MARTILLAC — France
Tekdphane (05 57 96 06 00
Teékdcopde - 05 57 96 D& 01
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CoMPOSANTES DE L'ETUDE

L'Dm't o o programme ge rechenche est dévaluer 'effet Cheessses un Elfmear '|-J.||.|||.-rn. |
PO LapEr dia pesne. COMme: [Chermienees inn Abment. AU NvE3U 08 13 Chosssser an démeal.

Celle &lude sera condufie exclesivement sur un modéle experimental sur plante entiére
T Arabidopsis thallana (Col) possedant une construction de rapporteur transcriptionnel
Cheeesser un Eémenc. CE mutant A, thaillfana H’ITHE‘ de sulere |'E'1]:H'BEE.:I|'I Chemmsees wn
[=_ =it 1] .

La réalisation de iAvaux en condifions conindlees au laboratolre, 1el que caux-cl pemmetiant
de mal]t:erl'expl‘aﬁibn da hemsraner wn Sldmsur (HJEEH[:E de siress ab"}m"E et I}H:'I:II:F.IE]

Les principales caractériztiquss de I'esszal sont -
- Efixde sur un modele expenmental jeunes plantes TA. tatana in-vir ;
- Efide des specialltés xox. Acids sallcyllqus (54), Blon®, Chitosan et Flagsiling ;
- [ Eermreeses um eldmient. Chrasassesr un S mene peaur hermniases i Slbmienl. J
& ENE i,
-1 dose efudies pour les specialites |
= BA . 1mM,
+ Blon®™ . 150 mg,
= Chitesan .« 10 g dans 10 mlA daclde acetique,
= Flagalling » 0.1mM,
-Etude ge chagus condilon sur des lobs de & plantes cv. Arabidopsis thallana Codd
Chirnsaseesy i ment.,
- Gemination g2 & gralnes in W0 puls culture 3 samalnes =n chamore de culture a 22°C et
eciarement 16h/jour,
- Puleerisation: hreesses wn e L BOR @ves de 'eaud [I!ITlul'n m‘gﬂﬂn.l-.h.'l.-l.--r.? 11 S e L L
VED | hrassser un Semens d 1B6MEr, remise en culture pﬂl.lr-:'.h.':s:s:'-r:- i Sl
Chreezses un dlément. Chissees bn Sément
- Récolte et Incubation dans tampon de colorabion pendant 13 nuit a 37=C.
- Photographies traltées 3 'aide du plugin FigureJ du logiciel Imaged,
- Motation des conditions,
- Comie rendu et commentalres de Massal.

STAPHYT P § o 13

Cra e
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Pl LETLT P 00y RISUMGE BT COMHLS S0 SOSEUTTIONT TLTANS

RESUME ET CODES DES CONDITIONS ETUDIEES

ELICITATION

POTENTIALISATION

Camille Verly

Produit | Dose condition
Hz O 1
5A 1 mbd 2
N = il 3
Bion® 150 mgil 4
Chitosan 10 gl 3
Flagelline | 0.1 mM G
Progult | Doss condition
HyD T
HxO
Hz 1 mM il
348
H.O E mif 3
ey
HzD 150 mpgh 10
Blon®™
H.O 10 gn ik
Chitoaan
HzD 0.1 mM 12
Flagelling
Xy = mif 13
H O
N ® mi 14
ey ® mid
N = mif 15
Blon®™ 150 mgh
ey ® mid 15
Chitosan 10 g
N = mif 17
Flagelling 0.1 mM

192

These de doctorat Université Paris Saclay 2019



Partie 6. Annexe

LA LT N 000 RUSUn T OO G SOSEUTTACST TLTNS

Un total de x conditlons sera étudié. L'essal sera répate deux fols dans ke temps
Soltun total de » conditions sera étudid. Le matére| vagétal nécessalre 3 13 réalsation des
2gsalk eslde x phl'llﬂ-ﬂ- ﬂ'-ﬂﬁmﬂﬁﬁ mhailana Cold R EET Ll ElEEfL

PLANNING PREVISIONMEL DE L'ETUDE
Dsaput de 'éfude

Danut des essals

Fin des essals

Analyse des resuliats

Remisa du rapport
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MATERIELS ETMETHODES

1. QBJECTIFE

Ces essals ont pour but de tester Cholsissez un dlément. de |3 wole de Cholslssez um
slament. par Cholslss=z un &lément. par wisualisation de lexpression Cholslssez
slament..

Cefte observation se fera & lalde de plantes fensformeéss géndbtguement avec une
construction PR1:GUS, permettant Ia visualisation de Fexpression Choiskssez un &lement.,
Cefte constnuciion pemmeat d'observer l'expression Cholslssez un &ement (Wla Chosssez un
Sfment. promotewr couplé 3 wn gene rapportewr (la g-glucuronidase ou GUS) dont e prodult
ast déteciable par 13 présence dune couleur blese aprés Incubation dans un tampon

spacifique).

2. MATERIEL VEGETAL

Les analyses seront réalsées sur un systeme expérdmential Arabidopsis thallana | hossses
i Hément. Ces plamtes sont cultvées n-wirmo sur milley Murashige et Skoog + vilamines
+1,5% de saccharose, 2n chambre de culture dans des conditions permettant dassurer une
mafirise de |a qualie des plantes et de lewr &tat sanitaire tout au long de Fexpénmentation
{22°C, eclalrement 16h]).

3. ELEMENT(S) O'EssAl

5 éléments @essal seront udés. Ceux-cl senont codés powr leur etude 3u laboratore sous
les numeros 1 3 3 towt aw long des essals. Les caractéristigues techniques des eléments
d'essal seront foumles par le demandeur au moment de Fexpédiion des aléments. A
réception au laboratoire, ceux-c! senont recondiionnés selon |3 procédure opératoire 101-
312 et identifies selon le 101-811.

Tableaux 1a. Caractensligues techniques des &éments dessal spumis 3 Metude 15 51/ T

GUS
CODE BIORIZON 1 2 3
HOM COMERCIAL Acite Salcyique 00 Bin 50 we
COMPOSITIION Acite Salcylque MC achenzlar-S-met
COMCENTRATION EM MLA 099,0% MG 5%
M CAS M MG 135158-54-2
TYPE DE FORMULATICN 5p MG WG
DEMSITE HiC MC HIC
DATE DE RECEPTION MG MG NG
M* DE LOT HiC MC HIC
CONDITION DE STOCKAGE 15-25°C MC 15-25°C
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Pl T B 0o MLaTHRINLS AT MTTGOar

Tableaux 1b. Caractérisiiques technigues des éléments d'essal sowmis a Mabude 15 51 704

GUS
CODE BIORIZ0HN 4 5
MO COMERCIAL Chitosan Flazelline
COMPCSITION Chitosan Flagelline
CONCENTRATION EN MLA 59.90% o5,59%
W CAS 9042-Te-4 MG
TYPE OE FORMULATION NC 5P
DEMSITE HC MG
DATE DE RECERTION MG MG
"DELOT HC MG
COMDITION DE STOCKAGE 15-25%C -20°C

Les aléments essals seront gérés selon @ procddure 101-613 en vigusur. A la fin de
rétuge, les reliquats des &#menis d'essals seront conseneés pendant une pérods dun an
dans les archives produits de Biorizon, puls détrulis, sauf mention contraire du commettant.
Las donnéss MXcHoqiIUes 065 $Emanns d'essais coniées 3 BATZon JevimnT ImpSaEnvemenT
accompagner 'Schanmilon axpsold. En absence oS 065 DONNSGS, NOUS NG DOUTTIONS Drocédsr
3L TGS NENUMES COMDTe Teny 085 0ENgers DOMSNTSS BRCOUTLS Par e personnal oo noms
SOCHETE.

4. SYSTEME D'EsaAl

Les essals seront condulis sur oes |eunes planies entiéres d'Aralwdopsis thallana Cold
pﬁa&ﬂmt ne consmuchon hoasmser wn SEment, FITMUHE‘E in-vitro en chambre de culture.
Des lots de 6 plantes seront consthués pour Métude de chague modalike @un essal Les
madaliés seront identifiees au moment des traltements en notant ke numere de la modallbs
&ur le fond de la bolbe de e,

A Mssw des nofadfons, Fanalyse des Msuiads sea ealsée suries 5 pianies consituant /e faf
e plus homogéne e cansidérant ies criféres oo Wabilie monaité et crodssance.

5. APPLICATION DES ELEMENTS D'ESSAI

L'application de relément d'essal pour la mise en évidence de Faciivation des mécanismes
de defense ﬂE‘tj'FIE Chrasisser i Sldenen. 861 LIMe purHEI‘I:E.aﬂﬂn d'H, O I:tEl'l'l[Hﬂ ﬂlf_"g!“:l. d acige
sdli:]Ique- “E'I'l'luﬂll'l mt“:l. de E!k]l'l' |,‘I:Ernnh SDH]. 8t Choisisser un Adment. SUr s rosettes
des planies 3 semaines aprés germinaton. La stratégie de I'essal est présantée Flgurs 1.
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S fff
s 7 vy

i

4 h S semarmnes ¥h rh

Le principe geénéral de rapplcabion de ralément d'essal pour la démonsiration de
potentialisation consiste en wne pukédsation de |3 solution de o ou du bémoin negatl
HyD sur les roseties des plantes 3 semalnes aprés germination, sulvie dune pulverisation
4Eh aprés d'eau (bemoin negatf) o'adde sallcyilque (Bmoln posEl), de Blon® (Emoin SON),
Bl Choisissesy w Sémenc. L3 Elﬁﬂ!gle de MNessal ast datalligs F|m|lﬂl

Figure 2. Time lin2 de I'essal potentialisation

, YO

> e P >
4Eh ¥ aemalnes Xh Xh : L2

5.1. CoMBINAIEOM DEE ELEMENTE D'EEEAI
Les tableaux 2, 3 et 4 présentent ci-dessous les siratéglas o= Fessal.

Tableaux 2. Carachéristigues de Messal d'dllcitabion.
Prodult Deslgn sxpérimental

H:0 Temaln négattr total

SA TEmoin posir total

W Condition alicitation en 24h
Blon™ Temaln deliciiztion SON

Chillosan Temaoln d'elciation elicheur 1en 24h
Flagelline | Témaoln d'elciaiion aliztteur 2 en 24h

KN
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Tableaux 2. Caractéristiguss de Messal de potentizlisation.

Prodult J0 | Prodult M0 - | Design sxparimental
48h
H0 HaD Temoin nagatr total
] EA Temoin positr total
HaD XN Témoin effet produi en 24h
HoO Blon™ Temoin potentialisaton avec un SOM
'|:.':3' Chitosan Tamoin potantlalisation avec un allcitzur 1
HaD Flageling Témoin potentialisation avec un llchaur 2
i HyD Tamoin -1.1_.g ar P:'.EI'I[ alisation
i JODE 01 Condition « Iuto » p:terﬂals-:r. an
o Blon™ Condtion potentialisation
XX Chitosan Condition F‘"'.’I'Iﬂ-3| satlon
i F|3gE| ne Conditian F""'.El'lﬂ-3| satlon
5.2. DRUTIONS

Les dilutions ge Mélément dessal s'opérent dans ke [aboraiole. La procedure opsratoie 101-
502 réglt les modalltés de réalisatlon de ces dilufions. Les solutlons des éléments dessals
sont préparées 3 une température de 20 & 25 "C Juste avant leur application sur le vegetal.
Les dilutions successives soni operéss dans une eau milla sterle 3 température amblants
s0Us hdte & fux laminaine. Le rato 0ose recommandé en champ (en L ou kgi ha) st adapts
en concaniration volumigues (g4, mifl ou Molalre) en considerant une pulvérisation en chamg
de S006ha.

5.3. CONCENTRATIONS ETUDIESS

hossisses un Aément. Chosssser un cément. 8N conceniration volumigue (g1, mil ou Molalne)
adaptes en foction de 3 dose recommande &n champ (en L ou kg/ ha), en considérant une
pulvérisation en champ de S00Wha.

54 . Temoln positir total
Bion® . Temoln S0H
Chitosan . Enclisur 1
Flagelling . Enciteur 2
XAX . Prodult testé

1mM =olf 138 mgh de matiére active
150 mg de matiers active
10 gl de matiére aciive - 10 miA d"aclds aceiigue

0,1 mM da matiére active
x mil de prodult formula

HB : L'utilisation dacide acélique 3 &g tesie dans des essals uRerieurs el 5'avere n'awolr
aucun efet sur I'expression du géne PR1T
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5.4. CONDITIONS D'APPLICATION
Les appiications sont réalisées A I'alde de pulverisateurs manueis stéries.

5.5. CONDITIONS D'INCUBATION
Les piantes sont récoitées 24h aprés eur howsses un Aementirattement et sont Incubées sur
1a nuit dans le tampon de coloration contenant le subsirat de Ia g-glucuronidase (X-Gluc).

6. CONDITIONS DE CULTURE
Les plantes sont cultivées en chambre climatique (22°C, éclarement 160}

7. Noranows
Une note de 0 3 S est attribuée 3 chague conaition.
0 comespondant 3 une aDSeNce TEXPression «hoow s un céeenr, 5 @ l'expression 13 plus

fone.
Tableau 3. Echelle de notation.
Nots Signification
0-1 Pas dexpression du gene Chosisser un déments Pas
gactivation de Chossasez un ¢ément
2 Falble expression du gene « honwses un ciémenc / Activation
fabie de  howisser un Sément,
3-4 w au geﬂe Chosetes v #émenc | Activation de
Chotsissez ua dément.
5 FOME EXPression OU QeNE | how ez un tlement 1 ACDVation |
forie ge Choskases un ¢liment

Figure 3. Echelle visuelle de référence des notations -
Note: 0 1 2 3 L 5

8. RAPPORT DE SYNTHESE

Un rapport détude final sera rédigé et sera soumis a Inspection auprés du Responsable
Qualtd ge Blorizon. Ce rapport sera remis au commettant dans les délals Indigués au
paragraphe 2. Toutes les données brutes, rapports et documents divers (autres que les
élements d'essal) aMérents 3ux essals seront conserves au sein du laboratokre pendant une
durée de 10 années.

STAPNYT Pase 12 2w 13
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3. DiFFusIoN DU PLAN D'ETUDE

TYPE DEETIMATAIREE
HoM FOMCTION SOCIETE
Criginal 1 L+ Responsable de projel Y
Original 2 Fréegéric GIRALD DE " BIOREON
Cople 1 lsabelle BATT RG " BIOREON
Cople 2 Camilie Verny Responsable de projet BICRIZON

* DE =Diecieur o'Efuge £ R = Responsabie Guakte

Toutes les zones du présent plan d'étude lalasant apparafire les noms, soclétés ef
coordonnéss du commettant seront dizsimuléss sur I'sxemplaire remiz au technlclen
szpérimentateur afln de préssrver au misux la confidantiaits de catte étuda.

10, ARCHIVAGE DES DOCLUMENTS

Le plan detsde originale, les données brubes, e rapport detude ef tows les documents
relatifs A cetie dfude seront conserves pendant une durde de 10 annéss dans les anchives
de BICRIZCN et geréas sefon |3 procadure 13-3.
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Annexe 6 Résultat d’étude GUSTAVE au format interne de Staphyt

Rapport d’étude relatif au contrat
N° XXX GUS /

(XXXX)

[, Biorizon
“ ACTING FOR PLANT HEALTH

Test de I'induction de cChoisissez un element.
€N Choisissez un element.

Prepare par : Camilie Verly
Rewu par : Dr. Marie Emmanuelie Saint macary

Approuve par - Dr. Frédénc Giraud
Le 2 XXX

Visa:
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PacE DE GARDE

HUMERD DE GONTRAT | ANNEE | [DEBUT DE L'ETUDE FIN DE L"ETUDE HOBEBRE DE PABES

X X X X B

TITRE DL RAFPOAT
Test de I'inducon 08 oo e Seeeo B S o S

AUTEUR RESPOMNEABLE TECHBMIZUE

Dw. F GIRAUD ETDR MLE SAINT MACARY- =

BIORIZON CAMLLE VERLY - BioRI[20N

CONTRACTANTE

W 00K

MOTS CLEE

Test in wito, Arabidopsis Maliana Cold Choesssez wa démene eliciiation, potentialisation, SOF,
Résisiance systémigue acquise

REZUME

L'Dmet de ce prgramme de rechenche &@l dhéavaler affet Chosseer un émens Ch EEE ac1
poi tapeer dia pesne. CONTHTIE wherea® U Al U NveaU 08 13 Choesser un Eldemen.,

Calte éude 3 &b condulte excluslvement sur un modése expérmental sur pianie entiérs
d'Araiwoopsis thaliana Codd possédant ume construction de rapporew ranscripilionnel
hresessez un dEmenc. OB mMidant d°A. thaifana FElTTlEt de suhe |'E'm|'&55“:l|'| REIEEEE LH]

La réalisation de travaux en conditions contrdées au laboratolre, tel gue cewx-d ont pemils
de malrser de Chmaser s Sement I:EBﬁEEﬂl:E de sress i]ll:-tl-mle Etml:lﬂ'we:l.

REEZULTATE

L'éuge de JOE D1, ulllisant les plantes d'A. fMalana PR1ZGUS, en conditions in-viro
contrdlées suggérent que rappication unigue de XXX nindult pas l'expression du géns
PR1, marqueur ge lactivation des mecanismes de défense de type SAR.

Ceafte préparation s2mble en revanche awvolr un effet de potentlallsation de 13 woke de
difense de type SAR, Implquant |2 SA. En effet, Factivation du géne PR n'a lleu gu'apres
une double pulvérisation de JOED ebiou suld d'une applcation par un auine Slicteuwr.

Cos résultats suggensnt quune double pulvérisation de XXX est nécassalre pour l'activation
des macanismes de géfanse dans k2 cadre dune ubllsation n-sHo.
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RAPPCRT AT ™ NOOK G vy 2 XK X000 CEVLPOECANTICT D8 LT

Composantes de I'étude

L'Dm de ce prgramme de rachenche atal davaler Mafet Chosseer un Sfmens |.-:|.|.-\.|u|': |
poi Raper dia pess. CIMTHETE Chemsesses i Sldment. U NIV 08 13 Chiessasy an sl

Caifle &ude a3 && condulle sxclusivement sur un modéke expsrimental sur pianie entlérs
d'Arabidopsis thaliana Col possédant une consiruction de r@pportewr rapporews
mmﬂﬂmﬂ Cheonsmees un dmeni. GB Mulant @A. thakana FI'E'"TE{ da sulvre re-:prEﬁIm

£ homsesses n Sldmienl..

La réalisation de travawx en condilhons conirdees au laboratoire, tel gue ceux-od ont permis
de mamrﬂmﬂ e Chonsmees un Sl I:mﬁ de slress ahlnthl.le et MWE]

Les princlpales caractéristiques de 'essal stalent
- Elede sur un modéle expénmental jeunes plantes @A thalana n-wkro
- Efude des specialites XXX, Acide sallcyliqua (54), Blon™

- Uhermsisses um dldment. Chosasses on Sl&ment peaur hsrnmanes. un Ebmenn. |
= XEX o« Xmbl,

-1 dose eludiée pour les specialites ;
= SA 1 mM,
+  Blon®™ . 150 mgi,

-Etude g2 chagues condiion swr oes lois de & planies cv. Arabidopsis thaliana Cold
himssser un démene.,

- Gemmination de & gralnes in wiro puls culture 3 semalnes en chamiore o culfure otatve a
2°C et éclalrement 1&hjour,

- Pulv&nsation: hressses wn élbnen 60l 3vac de 'eau [1E'|Tﬂrﬂ mam,l-ll.'l.-l.--r.? 1 S en Bt
FVBEC U hrassses wn Semene d IBERET, remise en culture pﬂl.lr-:'.l..'usus:-r:- uh Eldmen

Chresesses un Admest. Chossser wn Aémen

- Récolie &t Incubation dans tampon de coloration pendant la nult a 37°C.
- Photographles traltées & 'alde du plugin Figure) du logiclel Imaged,

- Kotatlon des conditkons,

- Comie rendu et commentalres de Messal.
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RESUME ET CODES DES CONDITIONS ETUDIEES

ELICITATION
Produit | Dose condition
Hs O 1
SA imM 2
XX Xmlil 3
Bion® 1 50mgil 4
POTENTIALISATION
Produlf Diogsa condition
HyD 5
HzO
HyD TmM B
54
Hy D Kl T
NEX
Hy D 150mgi B
Blon®
XEX Kl 3
Hz0
N il 10
NEX Xmii
HEH Emili 1
Blon™ 150mgil
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Un total 2 11 conditions a &be sluds. L'essal 3 &be répabd deux fols dans 12 temps

Solit un total de 22 condiflons &tudides. Le malérlel vagétal nécessalme 3 13 réallsation des
2s5als 3 818 de 132 planiss d'. Arabidopsis thallana Cold PRT -GUS

Pianning de Métude

Début de 'étude OO0
Début des essals OO0
Fin des es5als MO0
Analyse 0es résultats MO0
Remise du rapport MO0
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RAPPORT ORI N O G o 2 — O KO KN MLATHRMIT BT METHGDIRT

MATERIELS ET METHODES

1. Objectifs

Cas essals avalent pour but de iester lélcitation de |3 vole de la SAR par Chalslsssz un

slament. par visualisation de Mexpression Chodsissez un &lament.

Catte observaion a &té fate & l'alde de planies transformess geénéliguement avec une

constuction PR1:GUS. Cetts construction parmet dobserver Fexpression Cholsissez i

slament. Celie constuction permet d'observer Fexpression Cholsissez un &lément (via
hressses un Sément MOMOtELr couplé 3 un géne rApporew (i3 f-glucwonidase ou GUS)

dont le produit 251 détectable par la présence duns couwlaur bleus aprés Incubation dans un

tampon speciigue).

2. Matériel vagéatal

Les analyses ont ete réalsées sUr le sysieme vegeétal Arabiiopsis hallana Choessses un
iément. GBS pantes ont et cultivess in-wiro sur milleu gelose classkque + vilamines +1,5%
de EEB-HIEI'BE-E. en chambre de cuture dans des condiions p-ermet.arrt d'assurar une
mafirise de la qualité des planies et de leur état sanitalre tout au long de lexpénence {22°C,
écialrement 16h).

3. élement(s) d'essai

3 elements d'essal ont &be Studiés. Ceuws-cl ont &8 codés powr leur &fude au laboratolne
s0Us les numéros 1 3 3 tout au long des essals. Les caractéristiques techniques des
dlements d'essal ont &1& fowmiles par ke demandeur au moment oe Fexpédiion Ses éements.
A récaplion au laboratolre, ceux-cl ont &t& reconditionnés seion |a procédurs opératoire 101-
512 et identifés selon le 101-B11.

Tableaux 1a. Caractensligues techniques des &ements dessal soumls @ Metude 15 51 701
GUS

CODE BIORIZON 1 2 3
HICH COMERCLAL | Adioe Salicylique KK, Blon 50 We®
COMPOSITIICN Acide Salicylque ME acibenzolar-S-metm
COMCENTRATION EM MA 3,0% M 5%
N" CAS NC M 135158-54-2
TY¥PE DE FORMULATION o M W
DENSITE NC ML NC
DATE DE RECEPTION HC ML NC
MW" DE LOT N HE N
CONDITION DE STOCKAGE 15-25°C ME 15-25°C
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Les eéments d'essals ont &2 gérés seion |3 procadure 101-B13 en viguaur. A & fin e
rétude, l2s reliquals des égments d'essais ont &é consenids pendant une périede @un an
dans les archives produits de Blorizon, puls détnulis, sauf mention contraie du commeiant.

Les données ioxicoiogijues des dléments d'essals confliées 3 Blonizon accompagnaient
imperaiivemant Féchantlion expédie. En abssnce de ces DONNéss, NOUS N'aurions pu

procéger aux dtudes prévues compte tenu das dangers potentiels encourss par le personine
de nolre societe.

4, Systéme d’essai

Les essals ont &8 conduils sur des |eunes plantes entiéres d'Arbidopsls thalEna Cold
F’D‘EEHH"I[ ne consmuclon Choassser on Emene, prnﬂuﬂEﬁ in-¥itro en chambre de culture.
Dwa lote de & plantes ont &b¢ consttuds pour Métude de chague modalite d'un essal. Les
maodaliés ont &g identifidées au moment des iraitements en notant le nuména de |a modalie
sur le fond de |a bolbe de pétril

A INssu des nofations, l'analyse des esulfars 3 82 réallsee swriles 5 planfes constiuant fe fof
2 pius homogénse en considérant ies criferes de Wabilie moniaiie el crolssance.

5. Application des éléments dessai

L'application de relément dessal pour [a mis2 en éyvidence de Factivation des mécanismes
de gafanse de Tﬂ:ﬂ Chramsser un Aément. 3 &2 régliss en una pl.ll'férhsa‘l:lnrl Teau |,‘I:Er'|1|:|h
nég!ﬂj, d'acde EE'EY'H]UE [tél'l'lﬂ'l Fﬁmﬂ. de E.:lﬂ' [‘I:Emni'l SDH:I U Chemsasser wn Sément
SUF les roselfes des plantes 3 semaines apres gemmination. La siratégle de lessal est

présenies Figura 1.
Figure 1. Time line de l'essal delichation ‘ﬁsf’
(j j j"*
i o 5 e
4 h 5 semasnes Xh 12h

Le prncipe geéndral de Capplicaion de lalément dessal pour |3 démonstraion de
potentiafsation 3 consisié an une pulvénsation de 13 solution de XX ou du temoln négatf
HyO sur l2s rossties des plantes 3 semalnes apres gemmination, sulvie dune pulverisation
4Bh aprés d'eau (temoin negat), d'acise sakcylique (femoin positin), de Elon™ [lemoin SDN)
ou de XXX, La sirakagle oe 'essal est détallige Flgure 2.

207
Camille Verly Thése de doctorat Université Paris Saclay 2019



Partie 6. Annexe

ReAPPORT DRI ™ X0 G pamon 2 — X0 KK N MLATHRINLY BT METHGOIT
Flgure 2. Time line de I'essal pobentialisation f
j J.f ,
— o —
Eh i ke Xh Xh 12k

5.1. Combinaison des éléements d'essai
Les tableaux 2 et 3 [cl-oess0us) preésantent les modalites de raltements

Tableaux 2. Modaliés de Messal d'éliciiation.
Prodult Dasign expérimental

H.0 Temaln nagattt total

SA Temain posii total

X Condlition alictation en 24h
Blon® Temain delichiztion SOM

Tableaux 2. Modalies de Nessal de potentialisation.

Prodult JO  Prodult Jo + Deslgn sxparimental

48h
HaCr Hs0 Temain nagatif total
H, 0 SA Temoin positir total
HyO XX Temaoln efet prodult en 240
HzO Bion® Témoin poteriialization aves un SON
EE H; 2 Témaln nagatil potentallsation
KK HEX Condiion « aulp » potentialisation
WK, Blon® CondiSon potentallsation

5.2 Dilutions

Les dilutions de Melément dessal ont &té opérées dans e laboratoire. La procédurs
apératolre 101-803 a raglt kes modalités de réalisation de ces diutions. Les solutions des
élements essals ont &1& préparées a une bempérature de 20 & 25 "C Juste avant leur
application sur ke vegétal. Les dliutions successlves sont opirédes dans une sau mis sterke
3 iemperature amiblanie sous hdbte 3 flux laminaire. Le ratio @0se recommandeés &n

{en L ou kgi ha) a &t& adapté en concentrafion volumigque {gi, mill ou Molalre) en
considérant une pulversation en champ de 500 Lina.
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5.3, Concentrations etudiees

hoesenes un Eldment. Chosssses un édment. BN CORCenEton 'HE“.I[TINI.E l:gﬂ. milil ou MHE"’E':I EN
considérant une pulvensation en champ de 500 Lha.

SA . Temoln postif total 1mM solf 138 mgil de matiérs active
Bion® . Temoin 50N 150 mg/l de matlers sctve
XXX . Prodult feats X min de prodult formuls

5.4. Condifions d'application
Les appiications ont &fe réallseées a 'alde de pulverisaleurs manuels stenies.

5.5, Conditions d'incubation

Les plantes ont @bé récolBes 24h APMes IBUN hoisisser wn Amentbraliement et ont ébe
Incubésas sur la nuit dans le-tampm de coloration contenant k& subsirat de 13 ﬁ-gummltlaae
[X-Gug).

6, Conditions oo cultura
Les planies ont &té cultivées en chambre climatique [Z2°C, eclalrement 16R7]).

7. Notations

Une note de 0 & 5 a &i& aliribuée & chaque condtion.

0 comespondant & une absence deXPression Choessser un Adment, 5§ 3 l'expression 3 plus
forie.

Tabdeau 3. Echelle de notation.

Hote Signification

a-1 Pas ﬂ'E‘ml’EﬁEHﬂ"l du 'ml'lE' wrtiser i EEmenr J Pas
Macivation o8 boewsses un dlament

2 Fallble E'IFFEEEJDH du ‘gEﬂE nmsser un Edment. J Acivaton
Talble de nfaEss LUl flEmenr

34 Eml'E'\-EEH:H"l du gEﬂE homszser wn Efmene | Actvation de

EEEEE Ll el

5 Forie E'IIH'EEEH:'H du 'FHE' Chmsssey an émer. | ACtivation

Tore g8 Chossesser un Eldment

Flgure 3. Echalle visugle de référence ges notations:
HodE LI 1 2 3 4 5
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Résultats

1. ESSAIS D’Elicitation

La Figure suivanie (4) présenis les photographies dss résultais obtanus lore da I'sssal
15 51 01 Gus d'dlicitation. 5 plantes ont 618 conservées ot analysédes 4 I'lssus de

Figure 4. Pholographles des plantes de I'essal g'élicialion &t note atirbués 3 chagque
condilion seion I'échel2 précedemment oétalliée {cf. paragraphe 7).

Piante 1 Piante 2

Plante Plante 4 Plante 5

SA

S
XX . 'h.
Elon

2

Le tableau 4 presents rinterprétation des résuitats oblenus ors ge l'essal XXX Gus
d'elcEation.

Tablsau 4. Resurat ge Nntarprétation ges photographies - essal g'glicitation.

Produit Note Signification

H20 0 Pas d'expression du gene PRI/ Pas d'activation de |3 SAR

SA 5 Forte expression du gene PR1 / Activation forte de Ia SAR

XNNK 1 Expression residuelle du géne PRI / Peu d'sctivation de |2 SAR
Bion 2 Faible expression du gene PR1 / Activation faible de la SAR

Dans I8 cadrs de cef essal, I8 XXX n'Indult pas notablement I'aciivation des défenses
des plantse de fype SAR.
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2- Potentialisation

La Figurs auivantie {S) présants les photographles das résultais obtsnus lore de I'essal
XXX Gus de potentizlization. S plantes ont été consarvées sf analysées a l'lssue de
I'esaal.

Flgurs 5. Photographies des plaries de 'essal o2 potentialisation et note altribuée a chaque
condition selon I'échels précedemment détalliée (¢f. paragraphe 7)

Condition
0 Jedsh Nots
H,0 +H20 o
H,O +8A 5
HO - 00 1
H,0 - 30 2
oK +H,0 1
0K - 2ion 4
XX - XXX 2
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Le tableau 5 présente IMnierprétation des resultats obfenus lors de lessal XXX Gus de
potentialisation.

Tableau 5. Resukat de Mnterpratation des pholographies - essal e potentialsation.
Produit J0  ProduitJ0+ 48k Mote Signification

Camille Verly

HzD H20 0  Pasdexpression du gene PRI/ Pas d'sctivation de la S8R

H2O 54 5 Forte axpression du g2ne PRI § Activation forte de |2 SAR

H2O A 1  Euxpression residuells du gene PRI f Peu d'sctivation de la
&R

H2O Bion z Faible sxpression du gene PRI § Activation faible de |2 S4R

HEX H2O 1  Euxpression résiduelle du gens PRI f Peu d'sctivation de la
S8R

XXX Bion £ Expression du gene PRI / Activation de |2 SAR

XXX 0y z Faible expression du gene PR § Activation faible de |2 S&R

Dans la cadre de caf essal, une doubls pulvériaation de XXX a géneré une acilvation
notable des défenzes des planiss de typs SAR. démontrant reffet de potentialization

du XXX sur les plantas.

En oufre, 'application de S0P syninatiqus (Blonj autte 4 une premilére application de
X3 conforte le ride de potentiallzataur de ca prodult sxparimental.

J. Conclusion

Les rasulats obtenus dans le cadre dune E|J-Fl||ﬂ-3'|.|l:ll1 IJHMIJE du |J-I'I:l'ﬂ|.l|[ BXX, suUr |:l|EI"|1E'E
d'A. thallana PR1:GUS, en condiions contrdléss Wn-witro, demontrent que XXX nindult pas
direclement Fexpression du géne PR, principal marqueur de lactivation de |a SAR.

Par contre |es résuitats du test de potentialisation des dafenses des plantes sugoérsnt qus
cete préparation 2 un effet significat™ sur |3 préparation des mécanksmes de oéfensss
{pofentialisation ou priming du géne PR7) et donc de 3 vole de défense e type SAR.

(328 resutats suggenant quiune doubls pulvénsation de XXX est nécessalre pour Faciivation
des mécanismes oe défanse dans le cadre d'une utilsation n-st
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Conclusion

L'objet de ce programme de rechenche &@El dévaler l'effet Chossee un fEmens Chguer il
o taper dian pese. COMIME Chermsesse i Slémest. U NweaW O 13 Choessser an el

Caite etude 3 &te condulte exciusivement sur un modee expErimental sur planie entiers
d drabidopsis thallana Cod0 possedant ume construction de rapportewr ranscriptionnel

L hosiese® i Sl

La réalisation de iravaux en condifions contnd¥ess au laboratoire, tel gue cewx-dd ont pemis
de mammarl'expreaslnn OB Chomsmees un il

L'étude de XXX, ullllsant ies planies O°A. thallana PR1:2GUS, en conditions n-ywiro contmalée
suggerant que XXx n'slicits pas 'expression de PR1 donc lFaciivation de |3 SAR.

Cefle spécialiieé sembke en revanche avolr un affel de pntanﬂalluatlnn das mécanlsmes
da defanses de la plants, 2 g&ne PRT élant exprime 3 la sulte de I'application d'un second
stimulus ou d'une seconde application du prodult expérimental.
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Annexe 7 Envellope Soleau

Cefte snvelopps Solaau préssnte les fondements du Gdvaloppement d'un test Immunciogiqus

uiilizable an agricutture dans e cadre du développement of de I'uillisation de Stmulatsurs da

Defanss des Plantes.

Cu toat st &n collaborafion snfrs INRA Verzallles et Jean Plarms Bourgin) of

I'BlThm dans le cadre de |2 thées CIFRE n® 20150633 effectuds par Camills Varty
aef ancadrés par Alla Dellagl 6f Lodc Rajjou au ssin de I'MARA o par Mans-

Emmaznuslls Salnt Macary of Frédérc Glraud au s=in de Siaphyt

1. Dmalng fechniqus

La reduction de Fusags des procuits phytosanimines mnvenkionnets, prevoe dans 2 plan Emphyto
mszmﬂwuﬁmmmmﬁumﬁswmmﬁmghﬂu pikus Surnbies et
pilus respechususes de Femdronnement. Dans o= contexte, de nouvelies variebss rri:lns-:lq:u'mr'lu cintrants
mum“uappmi’h'r £t de nourselias u@qﬁmunﬂmds“anﬂmwpﬂmu
devsioppament de moleculss mpanies de sHmuler l2s defenses returelles des plant=s (S0F] 25t une strategie
quil attine de plus en pius Fatbention. Les SOP peurvent stre o origine neturele ou de synkhass, mais sonk soumis
dans |es deux s B I rEglementation en vigueur concemant i Mise sur e marché des produits
ﬂ'r,tmuﬁq.ﬂn:ﬂ.:gtrrﬂﬁ&nﬂn?fixﬂj

cmn:nmlsm“mmmmmum:mpﬁumm
F:H'fml:ﬂ::dsSDF‘n.l’l:t:rrumrLﬂzubﬂh:ireetlln‘msthump:ud‘mthpﬁ.rmwmpmte
dractivetion. Ains, de nomoreus projets de produits SOF développes en laborstoine ne peuvent sboutic & des
autorisations de mise sur ke ﬂ'u':r'e-:.ﬁMM] TAr TG ummmmﬂmmmuﬂmm
m:mtﬂauudsu;mmuuhmummnmfuzurﬂmﬂumm =z traitements & I'side de
SO sont meneralement positionnes sn preventif et renouvelss carleur persistance daction st imitse || arme
gniement gue les plantes ne soient pas néceptives au moment du trekement \aristes, stade wEgEtatr_|. De
