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L'épigénétique est la discipline qui étudie les mécanismes impliqués dans la régulation de I'ex-
pression des genes sans modification de leur séquence nucléotidique (Waddington, 1959; Hol-
liday, 1987). Heard & Martienssen (2014) distinguent deux catégories dans la discipline de
I’épigénétique basées sur les méthodes de transmission des mécanismes : (1) 1'épigénétique
transgénerationnelle et (2) I'épigénétique dite adaptative. L'épigénétique transgénérationnelle
n'est pas soumise a une réinitialisation lors des divisions mitotiques et méiotiques et est donc
transmise sur plusieurs générations (Fitz-James & Cavalli, 2022). L'épigénétique adaptative
dépend de I'environnement et permet aux organismes de s'adapter rapidement aux pressions
environnementales et biotiques sans étre transmise d'une genération a l'autre. De nombreux
mécanismes épigénétiques, a la fois transgénérationnels et adaptatifs, sont impliqués dans un
grand nombre de processus physiologiques, notamment dans le développement végétatif et re-
productif, ainsi que dans la réponse des plantes aux stress biotiques et abiotiques. Parmi les
mécanismes épigéenétiques, on peut notamment citer la méthylation de I'ADN, les modifications
d'histones ou les ARN non codants.

La méthylation de I'ADN, c'est-a-dire I'apposition d'un groupe méthyl sur les cytosines, est I'un
des principaux mécanismes épigénétiques impliqués dans la stabilité du génome a travers la
répression d’éléments transposables et dans la modulation de 1'expression des genes (revue dans
Zhang et al., 2018). La meéthylation de I'ADN est transmissible sur plusieurs générations (Jo-
hannes et al., 2009). Chez I'espece modéle Arabidopsis thaliana, des épimutations transgéné-
rationnelles, et en particulier des variations de méthylation de I'ADN, sont impliquées dans le
contr6le de traits complexes concernant le développement (Johannes et al., 2009; Cortijo et al.,
2014a), le métabolisme (Aller et al., 2018) et la réponse aux stress abiotiques (Kooke et al.,
2015) et biotiques (Furci et al., 2019; Liégard et al., 2019a). Les miARN jouent egalement un
réle dans la régulation post-transcriptionnelle des genes via le clivage de leurs cibles (Guo et
al., 2005). L'implication des miARN dans la réponse des plantes a différents stress a déja été
démontrée dans de nombreuses interactions plante-microorganismes pathogénes (Yang et al.,
2021).
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Dans la nature, les plantes subissent des agressions par des agents pathogenes et/ou des rava-
geurs tout en affrontant diverses contraintes abiotiques d'intensité variable et de plus en plus
fréquentes dans le contexte de changement climatique. Ces stress, combinés ou individuels,
entrainent d’importants dommages sur les cultures et in fine d’énormes pertes économiques.
L'impact des facteurs environnementaux sur l'issue de l'interaction plante- agents pathogenes
dépend du pathosystéme, de l'intensité du stress, de la durée de I'application du stress et de sa
récurrence (revue dans Veldsquez et al., 2018; Desaint et al., 2021). Selon le pathosysteme, il
a ainsi été démontré que I'application d'une contrainte abiotique peut conduire a une meilleure
résistance (Aoun et al., 2017) ou a une sensibilité accrue a I’agent pathogéne (Bidzinski et al.,
2016). Bien que I'impact sur les plantes de stress abiotiques ou biotiques appliqués individuel-
lement soit trés documenté dans la littérature scientifique, peu d'études se sont intéressées a
I'impact combiné de stress biotiques x abiotiques sur les plantes. A ce jour et & notre connais-
sance, aucune étude n'a évalué I'impact des conditions abiotiques sur les facteurs épigénétiques

impliqués dans la réponse de la plante & une attaque parasitaire.

Dans ce contexte et au cours de cette these, je me suis tout particuliérement intéressée a la
méthylation de I'ADN et au rdle des miARN dans la réponse des plantes aux stress biotiques en
interaction avec des contraintes abiotiques, et mes travaux se sont plus précisément intéressés

au pathosystéeme A. thaliana - Plasmodiophora brassicae.

P. brassicae, I'agent causal de la hernie des cruciféres, est un protiste tellurique parasite obli-
gatoire des plantes, capable d'infecter une grande majorité des membres de la famille des Bras-
sicaceae, notamment des cultures d'intérét agronomique telles que le colza, les choux ou la
navette, ainsi qu’A. thaliana. La réponse des Brassicaceae a la hernie des cruciféeres est sous le
controle de plusieurs facteurs génétiques et épigénétiques dont 1’effet et la localisation peuvent
étre modifiés par des contraintes environnementales, notamment la disponibilité en azote ou en
eau du sol (Gravot et al., 2016; Laperche et al., 2017; Aigu et al., 2018; Liégard et al., 2019 ).
Lors de I’infection par P. brassicae, la plante subit d’importantes modifications morpholo-
giques de son systéme racinaire qui s’accompagnent d’une reprogrammation cellulaire et phy-
siologique concernant notamment la modulation des voies hormonales, la production de sucres
et la dégradation des parois cellulaires (Siemens et al., 2006; Devos et al., 2006; Jubault et al.,
2013; Irani et al., 2018), processus potentiellement controlés par des mécanismes épigéné-
tiques. Je me suis ainsi intéressée a I'impact de trois contraintes environnementales ponctuelles
(hausse de la température, secheresse modérée et inondation) sur l'architecture épigénétique de

la réponse d'A. thaliana a la hernie.
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J’ai également étudié le role des miARN dans la réponse de deux écotypes d'A. thaliana pré-
sentant un niveau de sensibilité différent a la hernie dans des conditions environnementales
classiques de culture.

Mon travail de thése a été encadré par Mélanie Jubault (Maitre de Conférences, Institut Agro
Rennes-Angers) et Maria Manzanares-Dauleux (Professeur, Institut Agro Rennes-Angers) au
sein de I’équipe « Diversité, Evolution et génomique des Interactions Biotiques » de ’'UMR
IGEPP (Institut de Génétique, Environnement et Protection des Plantes, UMR 1349 INRAE,
Institut Agro Rennes-Angers, Université de Rennes) et cofinancé par une bourse du Départe-

ment Biologie et Amélioration des Plantes de I’'INRAe et de la région Bretagne.
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Figure 1.1. : Conceptualisation de la réponse des plantes aux stress. 1) la phase d’alarme, qui est
la phase de reconnaissance du stress, 2) la phase de résistance, qui correspond a la réponse de la plante
au stress a travers des mécanismes d’adaptation, 3) la phase d’épuisement durant laquelle le stress pro-
longé ou la sévérité du stress entraine une défaillance de la plante et enfin, si le stress s’arréte, 4) la
phase de régénération durant laquelle la plante, si elle en est capable, va récupérer du stress subi (Lich-
tenthaler, 1998).



Chapitre | — Synthése bibliographique

CHAPITRE | : Synthése bibliographique

1. Réponses des plantes aux stress abiotiques et biotiques, seuls et com-

binés

La notion de stress subi par les plantes est abordée de différentes facons dans la littérature :
« toute condition non favorable ou substance qui affecte ou bloque le métabolisme ou la crois-
sance d’une plante » (Lichtenthaler, 1996), « une condition causée par des facteurs qui tendent
a modifier un équilibre » (Gaspar et al., 2002; Kranner et al., 2010) ou « tout changement phy-
siologique qui se produit lorsque les especes sont exposées a des conditions extraordinairement
défavorables qui ne représentent pas nécessairement une menace pour la vie, mais qui induisent
une réaction d'alarme » (Gaspar et al., 2002). Lichtenthaler (1998) définit le stress d’une fagon

plus globale comme « une déviation significative des conditions optimales de vie ».

Quelle que soit la définition, les stress sont classés en deux grandes catégories en fonction des

facteurs déclencheurs. Les stress abiotiques regroupent tous les stress environnementaux causés

par des facteurs tels qu'une augmentation de la quantité en sel du substrat, une augmentation

ou une baisse de la température, ou une modulation des conditions hydriques et nutritionnelles,

et les stress biotigues regroupent ceux déclenchés par des organismes vivants (par exemple des
virus, bactéries ou champignons) (Kranner et al., 2010; Mosa et al., 2017). La réponse d’une
plante a un stress donné dépend de 1’espece végétale considérée, du moment d’application, du
type, de la durée, de I’intensité et de la récurrence du stress et du stade de développement de la
plante ou de son état sanitaire (par exemple si elle est déja malade, ou dans des conditions
particuliéres qui la désavantagent) (Lichtenthaler, 1998). Cette réponse est divisée en quatre
phases (Fig. 1.1.) : 1) la phase d’alarme qui correspond a la reconnaissance du stress, 2) la phase
de defense/résistance qui comprend la réponse de la plante au stress a travers des mécanismes
d’adaptation, 3) la phase d’épuisement durant laquelle le stress prolongé ou la séveérite du stress
entraine une défaillance de la plante et finalement, si le stress s’arréte, 4) la phase de régénéra-

tion durant laquelle la plante, si elle en est capable, récupére du stress subi (Lichtenthaler, 1998).
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La premicre concerne 1’é¢tude de la viabilité¢ des plantes, via notamment la comparaison des
mesures de croissance, de production ou de capacité de reproduction, entre la condition stressée
et la condition témoin. La deuxiéme échelle est la mesure de 1’efficacité de processus biolo-
giques tels que la photosynthése ou la transduction de signaux au niveau cellulaire. Enfin,
I’é¢tude du niveau d’expression de certains genes ou 1’abondance de certaines protéines ainsi
que des modifications post-traductionnelles, permettent d’évaluer au niveau microscopique

I’impact du stress sur la plante.

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés a I’impact de trois facteurs abiotiques
(une hausse de la température, une sécheresse modérée ou un exces d’eau), appliqués seuls ou
en combinaison, sur la réponse d’A. thaliana a I’infection par le protiste Plasmodiophora bras-
sicae, agent causal de la hernie des Cruciferes. Dans cette premiere partie, nous proposons un
¢tat de D’art sur les trois types de contraintes abiotiques appliquées, leur impact sur les plantes

et sur I’issue de I’interaction plante-agent pathogeéne.

1.1. Réponse des plantes aux stress abiotiques

1.1.1. Modification des conditions environnementales : consequences du

changement climatique

La premiére perturbation climatique répertoriée sur Terre a eu lieu il y a environ 56 millions
d’années lors du passage du Paléocene a I’Eocene. Cette perturbation climatique, appelée maxi-
mum thermique du Paléocene-Eocene (Paleocene-Eocene Therma Maximum, ou PETM) a duré
environ 170 mille ans (Rohl et al., 2007) et a été caractérisée par I’augmentation de la tempé-
rature du globe de 4 a 5 °C (Zachos et al., 2003). Ce réchauffement a probablement été déclen-
ché par un dégagement important de méthane d’origine volcanique (Svensen et al., 2004) et
s’est accompagné de nombreux exodes de la faune, de la disparition de certaines plantes et
mammiferes et d’une modification du régime hydrique et du cycle du carbone (Zachos et al.,
2001). La Terre aurait mis plus de deux cent mille ans a se remettre de cet événement (Rohl et
al., 2000). La modification des conditions climatiques et les perturbations du cycle de I’ecau
consécutives au PETM seraient toutefois moins importantes que celles prédites suite au chan-
gement climatique observé actuellement. En effet, le niveau de la production de carbone est
plus de 20 fois supérieur actuellement que celle estimée lors du PETM (0.3 a 1.7 Gt lors du
PETM contre 36.6 Gt émises en 2018) (Cui et al., 2011; Jackson et al., 2018).
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Figure 1.2.: Prédictions des modifications environnementales en fonction de I’élévation de la tem-
pérature (augmentation de 1.5, 2, 3 et 4°C). L’élévation de la température globale dépend des diffé-
rents scénarios Representative Concentration Pathway (RCP) : RCP2.6 = élévation de 2°C, RCP4.5 =
élévation de 3°C et RCP8.5, élévation de 4°C. |l est possible de retrouver sur cette figure, au niveau
mondial, a) les prédictions de I’augmentation annuelle de la température du jour le plus chaud (°C), b)
les modifications annuelles de I’humidité du sol (écart-type standard) et c) et les variations annuelles
des précipitations du jour le plus humide (%). (IPCC, 2023)
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La premiere conséquence observée du changement climatique est I’augmentation globale de la
température depuis le 19°™ siécle. La température moyenne sur la période 2011-2020 est supé-
rieure de 1.09°C aux températures répertoriées sur la période 1850-1900 (IPCC, 2023). Plu-
sieurs modeles sont utilisés pour prédire 1’évolution des températures d’ici 2050, notamment
les modéles RCP (Representative Concentration Pathway), bases sur le niveau de carbone émis.
Pour le modeéle le plus optimiste, prévoyant une baisse drastique des émissions de CO2, RCP2.6,
1’¢lévation de la température ne devrait pas dépasser les 2°C tandis que pour le modele RCPS.5,
modele pour lequel aucune diminution de la production de carbone n’est envisagée, la tempé-
rature du globe devrait augmenter de plus de 4°C (IPCC, 2023). L’augmentation de la tempé-
rature n’est pas la seule conséquence du changement climatique. En effet, le cycle mondial de
I'eau devrait étre perturbé, mais de maniére non-uniforme (Stocker et al., 2013). Le scénario le
plus probable prédit une augmentation des précipitations annuelles aux latitudes élevées et dans
les régions équatoriales, et une diminution des précipitations aux latitudes moyennes et dans les
régions subtropicales seches (Fig. 1.2.). En outre, les épisodes extrémes de précipitations de-
viendront plus fréquents et plus intenses dans les régions déja touchées par ces phénomenes.
Les moussons, par exemple, s'étendront géographiquement et dureront plus longtemps avec une

intensité plus élevée (Hoegh-Guldberg et al., 2018).
1.1.2. Réponses des plantes aux changements environnementaux

Le changement climatique aura un impact sur la production agricole mondiale variable selon la
localisation géographique et les especes (Ma et al., 2012; Raza et al., 2019; Zhao et al., 2022),
mais cet impact sera en général négatif (Lobell et al., 2011; Wheeler & von Braun, 2013; Zhao
et al., 2017b). L’augmentation de la fréquence d’événements extrémes, comme 1’épisode de
sécheresse en Europe durant I’année 2018 qui a entrainé une réduction de presque la moitié¢ du
rendement de plusieurs cultures telles que 1’orge ou le mais (Toreti et al., 2019), pourra égale-
ment conduire a des baisses de rendement. Les principaux stress, accentués par le changement
climatique et impactant fortement la physiologie et le développement des plantes, sont une
hausse ponctuelle des températures, qu’elles soient diurnes ou nocturnes et I’instabilité de la
disponibilité en eau avec notamment des épisodes de secheresses ou d’excés d’eau. Par la suite,
nous présenteront I’impact de différentes contraintes sur les plantes, dont la plante modele A.

thaliana, utilisée au cours de ces études, et d’autres plantes.
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Figure 1.3. : Les différentes intensités d’élévation de la température impactant la croissance d’A.
thaliana. La température optimale de croissance d’A. thaliana est d’environ 21-22 °C. Plusieurs
gammes de température peuvent conduire a différents niveaux de contrainte thermique : 1) une tempé-
rature ambiante chaude lors de I’application d’une température entre 22° et 28°C, 2) une haute tempé-
rature lors de 1’application d’une température comprise entre 28°C et 37°C et 3) une trés haute tempé-
rature lorsque celle-ci dépasse 37°C. (A partir de Liu et al., 2015; Li et al., 2018; Gil and Park, 2019).

20°C 28°C 20°C 28°C

Figure 1.4.: Représentation du phénotype de thermomorphogénése d’A. thaliana au stade
plantule (A) et mature (B) a 28°C. A) élongation de 1’hypocotyle a 28°C et hyponastie des
pétioles et des feuilles favorisant la capacité de refroidissement des parties aériennes.
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1.1.2.1. Impact d’'une augmentation modérée de la température sur les plantes

L’effet d’une élévation de la température est bien caractérisé chez A. thaliana. La température
optimale de croissance pour A. thaliana est estimée a 21-22°C (Li et al., 2018a), mais Arabi-
dopsis est capable de se développer sur une plage de températures comprises entre 16 et 28°C

(Gil & Park, 2019). Ainsi, pour cette espece : 1) une température ambiante chaude est une

température comprise entre 22° et 28°C, 2) une température haute est une température entre

28°C et 37°C et enfin 3) une treés haute tempeérature ou un stress thermique est une température
qui depasse 37°C (Fig. 1. 3.) (Liuetal., 2015; Li et al., 2018; Gil & Park, 2019). Ces différentes

gammes de température peuvent conduire a différents niveaux de contrainte thermique chez

Arabidopsis. En conditions contrdlées, I’application d’un stress thermique est relativement
simple, la seule limite étant le contrdle de la température et de I’hygrométrie des infrastructures.
En effet, une augmentation de la température entraine une baisse de I’humidité relative de I’air,

ce qui peut également avoir un impact sur la croissance des plantes (Awbery & Griffiths, 1932).

Une hausse de la température ambiante a 28°C correspond aux prédictions les plus plausibles
du GIEC (IPCC, 2023). Cette température, supérieure de 5°C a la température optimale de
croissance d’A. thaliana conduit a une modification de la morphologie d’A. thaliana appelée
thermomorphogénése (Erwin et al., 1989) avec notamment une élongation de 1’hypocotyle
(Gray et al., 1998; Koini et al., 2009) (Fig. 1.4.A), du pétiole (Nomoto et al., 2012; Raschke et
al., 2015) et des racines (Hanzawa et al., 2013). L’application de cette température entraine

¢galement une croissance hyponastique, ¢’est-a-dire une modification de I’angle des pétioles
permettant ainsi la régulation de la température au niveau des tissus foliaires (van Zanten et al.,
2009; Park et al., 2019) (Fig. 1.4.B). L’augmentation de la température entraine également une
baisse de la densité stomatale au niveau des feuilles et une augmentation de la transpiration,
probablement grice a I’augmentation de 1’espace entre les stomates et 1’optimisation de la dif-
fusion des gaz (Jin et al., 2011; Crawford et al., 2012). Le nombre de siliques et de graines sont
significativement reduits (Ibafiez et al., 2017) et Jin et al., (2011) rapportent un effet négatif
d’une augmentation de 5°C sur la biomasse totale des plantes, le poids des graines et la crois-

sance des feuilles.



Température ambiante
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Figure 1.5. : Implication des hormones lors de la thermomorphogénese a 28/29°C chez A.
thaliana. En bleu la voie de I’auxine : une augmentation de la température induit I’expression de PIF4/7
conduisant a la synthése et I’accumulation d’auxine par différentes voies de signalisation et I’¢longation
cellulaire. BZR1 dans la voie des brassinostéroides (en vert) fait partie d’une boucle de rétrocontréle
positive du facteur PIF4. L’application de la température 28°C induit I’expression de génes de la voie
de signalisation des cytokinines avec notamment les récepteurs AHK2.3 et CREL. Adaptée de (Li et al.,
2021a).
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Ces modifications morphologiques s’accompagnent d’'une modulation de la balance hormonale
de la plante (Fig.1.5.). L’auxine, hormone impliquée dans le contrdle de la division cellulaire et
I’expansion cellulaire (Spartz et al., 2012), est accumulée lors de 1’exposition des plantes a des
températures de 28°C et 29°C. Ces températures entrainent 1’expression de PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 7 et 4 (PIF4/7), du géne impliqué dans la biosynthése de I’auxine
YUCCAS8 (YUCS) et d’autres facteurs impliqués dans la signalisation de la voie d’auxine 1AA29
et SAUR19-24 ce qui conduit a I’élongation cellulaire et aux phénoménes de thermomorphogé-
nése decrits ci-dessus (Gray et al., 1998; Franklin et al., 2011; Spartz et al., 2012; Sun et al.,
2012; Fiorucci et al., 2020). De plus, PIF4 coexprimé avec ASYMMETRIC LEAVES (AS1),
stimulent I’expression de PINOID (PID) ainsi que LONGIFOLIA 1 (LNG1) et LONGIFOLIA2
(LNGZ2) dans les parties abaxiales du pétiole ce qui entraine I’accumulation d’auxine dans ces
tissus, une élongation des cellules et un mouvement des feuilles vers le haut (Hwang et al.,
2017; Park et al., 2019). L’expression des transporteurs d’auxine AUX1 et EIR1 entraine 1’ex-
portation d’auxine des racines vers les parties aériennes et permet de contrebalancer 1’accumu-
lation d’auxine dans les racines (Hanzawa et al., 2013). La voie des brassinostéroides (BR),
notamment du facteur de transcription BRASSINAZOLE RESISTANT 1 (BZR 1), impliqué dans

la signalisation des BR, est impliquée dans une boucle de rétrocontrdle positive de I’expression
de PIF4 et de génes promouvant 1’expansion cellulaire (Ibafiez et al., 2018). Les cytokinines
(CK) participent également a 1’¢longation de I’hypocotyle lors de I’application d’une tempéra-
ture de 29°C via notamment les récepteurs spécifiques de la voie des CK tels que AHK2 et 3 ou
CRE1 (Cerny et al., 2014).

Certains travaux rapportent également 1’expression de protéines impliquées dans la détoxifica-
tion des especes réactives de 1’oxygene (ROS) tels que des catalases (CAT), des peroxydases
ou des superoxydes dismutases (Jin et al., 2011; Sriden & Charoensawan, 2022) lors de 1’ex-
position d’Arabidopsis a des températures ambiantes chaudes (25/28°C). Ces températures al-
terent le systéme photosynthétique via notamment la réduction du nombre de chloroplastes et
de chlorophylle a (Jin et al., 2011), I’expression des génes RBCL et RBCS1A codant la sous-
unité de la Rubisco n’étant altérée que lors de stress thermiques plus intenses (>30°) (Cavanagh

etal., 2023).
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Figure 1.6. : Effet du génotype sur la réponse d’A. thaliana a différentes tempeératures. A)
Analyse en composantes principales des effets génotype et température sur différents caractéres mesurés
chez A. thaliana dont notamment la taille de I’hypocotyle, la germination, la taille des plantes, la teneur
en chlorophylle a et b pour un panel d’écotypes dont Col-0 (+), Bay-0 (0) ou Cvi-0 (x). B) Localisation
des 53 QTL détectés sur trois populations RIL différentes. CT : Col-0 x Tsu-0, BS : Bay-0 x Shaet CC :
Col-0 x Cvi-0 pour trois phénotypes : 1’¢longation de I’hypocotyle, des racines ou le nombre de feuilles
par rosette. Pour chaque phénotype, une détection de QTL a été réalisée sur les traits obtenus & 23°C, a
27°C ou sur I’estimation de la plasticité entre ces deux conditions (P). Les intervalles de confiances sont
donnés par les boites colorées. Les QTL représentant potentiellement les mémes loci sont ombrés dans
la méme couleur. Les positions des genes connus pour étre associés a la réponse a la température am-
biante sont indiquées au-dessus des chromosomes. Figure adaptée de Ibafiez et al., 2017 et Sanchez-
Bermejo et al., 2015.



Chapitre | — Synthése bibliographique

La réponse d’A. thaliana aux hausses modérées de la température est aussi dépendante du gé-
notype (Ibafiez et al., 2017) (Fig. 1.6.A). Une étude portant sur 1’effet d’une température de
27°C sur la taille de I’hypocotyle, I’élongation des racines et le nombre de feuilles par rosette
chez trois populations issues de trois croisements entre cinq génotypes différents d’A. thaliana
(Tsu-0 x Col-0, Cvi-0 x Col-0 et Bay-0 x Sha) a montré que 44% de la variabilité observée dans
la longueur de I’hypocotyle dépendait du génotype et 33% de la température (Sanchez-Bermejo
et al., 2015). L’analyse génétique de ces caractéres réalisée dans deux conditions, a 23 °C et a
27 °C a permis la détection de 21 QTL a 23°C, 20 QTL a 27°C et 12 QTL contrdlant la plasticité
(capacité des plantes a modifier leur phénotype en fonction des conditions) des différents traits
(Fig. 1.6.B).

1.1.2.2. Impact d’un stress hydrique sur les plantes

Les plantes peuvent subir un stress par déficit hydrique (sécheresse) ou par exces d’eau (Satu-

ration en eau), I’intensité du stress étant plus complexe a définir que pour d’autres stress abio-
tiques. Pour le déficit hydrique, I’intensité du stress appliqué peut étre 1égére (« mild drought »),
modérée (« moderate stress ») ou sévere (« severe drought ») (Marchin et al., 2020) (Fig. 1.7.)
mais les seuils de chaque catégorie restent flous. L’exces d’eau, plus communément appelé
« inondation » peut en réalité étre décomposée en deux types de stress : 1) un engorgement et
2) une inondation, elle-méme subdivisée en submersion partielle ou submersion complete.
L’engorgement consiste a ajouter de 1’eau pour recouvrir la totalité du systeéme racinaire tandis
que les submersions partielle et compléte sont caractérisées par le recouvrement partiel ou com-

plet des parties aériennes (Striker, 2012) (Fig. 1.8.).

L’¢tude de I’effet d’un stress hydrique sur une plante est plus difficile a aborder que d’autres
stress notamment du fait des méthodes d’application du stress. D’apres Earl (2003), 1’évaluation
d’un stress hydrique doit comprendre 1) un maintien uniforme du contenu en eau dans le sol,
2) un contrdle précis des conditions hydriques appliquées, 3) I’application d’'une gamme d’in-
tensités du stress hydrique, et 4) I’évaluation de maniere précise de I’impact du stress sur les
plantes. L application d’un déficit hydrique étant beaucoup plus complexe que celle d’un stress

par exces d’eau (Munns et al., 2010).
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Figure 1.7.: Les différentes intensités de déficit hydrique impactant la croissance des
plantes. La quantité en eau du sol (soil Volumetric Water Content (VWC en %)) est réduite de 30%

environ pour un stress léger par rapport au contréle, de 50% pour un stress modéré et de 60 % pour un
stress sévere (Marchina et al.,2020).

Figure L1.8.: Les différentes intensités d’excés d’eau impactant la croissance des plantes.
A) un engorgement durant lequel 1’eau recouvre seulement les parties racinaires, B) une submersion des

racines et d’une partie des parties aériennes et C) une submersion compléte de la plante. Figure adaptée
de Striker et al., 2012.
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Parmi les méthodes d’application d’un déficit hydrique, I’application passive du stress via 1’ar-
rét de I’arrosage entrainant 1’évaporation de I’eau du substrat au fil du temps est la plus facile a
mettre en ceuvre, mais ne permet pas un controle précis ni une homogeénéité du deficit hydrique
(Poorter et al., 2012). L’application de composés chimiques réduisant le potentiel hydrique du
sol permet de fagon indirecte d’étudier I’impact d’un déficit hydrique. Ainsi le polyéthyléne
glycol (PEG) a été largement utilisé bien qu’il entraine des problémes de circulation d’oxygéne
dans les racines causant, en plus d’un stress hydrique, un stress hypoxique (Mexal et al., 1975).
L’utilisation d’une solution riche en sel, NaCl, est ¢galement une fagon de simuler I’impact
d’un déficit hydrique (Munns et al., 2010). La méthode la plus utilisée et qui regroupe une
grande majorité des critéres recherchés est I’automatisation de la pesée des pots afin d’en cal-
culer la quantité en eau dans le sol au fil du temps et d’adapter ainsi les arrosages, ce qui de-
mande une logistique importante (Earl, 2003). Le suivi des conditions hydriques, qu’elles soient
un déficit ou un excés d’eau, peut étre réalisé par la mesure du contenu volumétrique du sol
(VWC ; %) qui correspond au pourcentage d’eau dans le sol (Marchin et al., 2020) ou bien du
potentiel hydrique du sol en mégapascal (MPa) (McKay et al., 2008 ; Iwama et al., 1991). Il est
¢galement possible d’évaluer le contenu relatif en eau du sol (relative soil water content,
RSWC). La relation entre le potentiel hydrique et le contenu relatif en eau du sol dépend du

type de sol évalué (Datta et al., 2017).
Impact d’un déficit hydrique modéré sur les plantes

Le déficit hydrique a un impact sur la morphologie des plantes avec une réduction de leur crois-
sance aérienne (Yao et al., 2018) et une modulation de 1’élongation racinaire selon 1’intensité
du stress : un stress modéré aura plutdt un effet positif sur la taille des racines alors qu’un stress
plus sévere aura un effet négatif, chez A. thaliana (van der Weele et al., 2000). Une sécheresse
modérée entraine également une baisse du niveau relatif d’eau dans les feuilles (Sperdouli &
Moustakas, 2012), la modification des parois végétales (Clauw et al., 2015), I’accumulation de
cires sur les feuilles des plantes stressees (Aharoni et al., 2004) et une baisse de rendement
(Samarah et al., 2009). Pour conserver I’cau et éviter la transpiration, les plantes ferment leurs

stomates via notamment la voie de 1’acide abscissique (ABA).

11



Déficit hydrique

,,,,,,,,,

DREB2A

IAAS /6 /9 v

| Réponse a la sécheresse |

Figure 1.9. : Implication des voies de signalisation ABA-dépendante (en violet) et ABA-
indépendante (gris) dans la réponse d’A. thaliana a un déficit hydrique. En violet, la voie
dépendante de 1’acide abscissique (ABA) : Un déficit hydrique entraine I’accumulation d’ABA et la
mise en place d’une voie de rétrocontréle positive de la biosynthése d’ABA par 1’action de FOF2 et
NCDES3. L’ ABA se fixe sur les récepteurs PYR/PYL et réprime PP2C ce qui permet la phosphorylation
de SKR2D/E/I et I’induction des facteurs de transcription AREB1, 2, ABF3 et 1. La protéine kinase
BIN2, partie intégrante de la voie de signalisation des brassinostéroides (vert) est induite sous 1’effet
d’un déficit hydrique et permet la phosphorylation de SKR2. Au cours de la voie ABA-indépendante
(gris), le stress hydrique réprime I’auxine et induit le facteur de transcription DREB2A entrainant 1’ex-
pression des IAA 5/6/9 et I’accumulation de glucosinolates. Toutes ces voies déclenchent la réponse des
plantes a la sécheresse ce qui inclut la production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) et d’espéces
antioxydantes, de molécules osmoprotectrices et de sucres. Adapté d’aprés Park et al., 2009 ; Kim et al.,
2004 ; Quetal., 2020 ; Lee et al., 2021 ; Shani et al., 2017 et Salehin et al., 2019.
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L’ABA est en effet accumulée dans les tissus lors d’un déficit hydrique intense, induisant une
réponse des plantes au stress via une cascade de signalisation (Fig. 1.9.), impliquant les récep-
teurs PYR/PYL, les protéines phosphate 2 PP2C et SRK2D/E/I (Park et al., 2009) et de facteurs
répondant a I’ABA tels que AREB/AREB2/ABF1 et ABF3 (Kim et al., 2004; Fujita et al., 2005,
2009; Yoshida et al., 2010, 2015). L’induction par I’ABA de la protéine F-box FOF2 permet
une boucle de rétrocontrole positif de la synthése d’ABA via 1’expression de NCED3 (Qu et
al., 2020; Lee et al., 2021). D’autres voies de signalisation hormonale sont également impli-
quées dans la réponse des plantes a la sécheresse. En effet, la protéine kinase BIN2, réprimée

par les brassinostéroides, phosphoryle et active SRK2 (Fig. 1.9.). Un déficit hydrique supprime

la réponse auxinique puisque les facteurs DREB2A induisent I’expression des facteurs sensibles
a I’auxine 1AA5/6/9 de maniére ABA-indépendant et entraine une accumulation de glucosino-
lates au niveau des feuilles (Shani et al., 2017; Salehin et al., 2019) (Fig. 1.9.).

La production d’isothiocyanates, de nitriles et de thiocyanates conduit a une oscillation de cal-
cium (Ca?") ainsi que I’accumulation d’espéces réactives de I’oxygéne (ROS), représentatif
d’un stress oxydatif provoquant des dégats au niveau cellulaire (Niu et al., 2013; Hossain et al.,
2022). L’induction d’oxyde nitrique (NO) et d’autres molécules a propriétés anti-oxydantes
permettent le controle de 1’effet des ROS (Hasanuzzaman et al., 2020; Lau et al., 2021). Un
stress hydrique entraine également la production de molécules a effet osmoprotectant, comme
la proline, le raffinose ou le galactinol (Taji etal., 2002; Urano et al., 2009; Clauw et al., 2015).
Cette accumulation de sucres lors d’un déficit hydrique s’accompagne également d’une reloca-
lisation des ressources de carbone au niveau des racines via notamment 1’expression de trans-
porteurs de sucres AtSUC et AtSWEET (Durand et al., 2016).

D’autres stress entrainent des réponses similaires chez la plante a celle observée lors de déficit
hydrique (stress osmotique et oxydatif), et notamment le stress salin, par ailleurs souvent am-

plifié par les périodes de sécheresse (Miller et al., 2010; Zhuang et al., 2021).
Impact d’un engorgement des racines sur les plantes

Un exceés d’eau entraine un manque d’oxygene au niveau des tissus touchés et donc une réponse
hypoxique de la part de la plante (Steffens & Rasmussen, 2016; Pan et al., 2021; Wang &
Komatsu, 2022).
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Figure 1.10. : Implication de différentes voies de signalisation dans la réponse a un engor-
gement au niveau des racines. La réponse hypoxique entraine I’accumulation d’éthyléne, la mise
en place de signaux calciques, la formation d’aérenchymes et module 1’élongation de racines adventives,
I’accumulation d’auxine, d’acide abscissique (ABA) et des gibbérellines (GA). La réponse hypoxique
des plantes en condition d’engorgement est finement régulée par des boucles de rétrocontrdle positif ou
négatif. En rose, les voies liées a I’éthyléne, en bleu celles liées a I’auxine, en violet celles liées a I’ABA
et en vert celles liées aux GA. Adapté d’aprés Rauf et al., 2013 ; Mihlenbock et al., 2007 ; Weits et al.,
2014 ; Shuklaetal., 2019 ; da Costa et al., 2020 ; Eysholdt-Derzs6 and Sauter, 2017 ; Wang et al., 2021 ;
Liu et al., 2017 ; Pelaez-Vico et al., 2023 ; Lu et al., 2017.
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Cette contrainte entraine une modification structurelle dont une mort cellulaire programmée des
tissus sous contrainte hypoxique et la formation d’aérenchymes qui permettent le transport de
I’oxygéne vers les tissus submergés et le transport du CO- vers les tissus non submergés (Ya-
mauchi et al., 2017). Chez certaines plantes, dont Brassica napus, la présence d’un film gazeux
au niveau des tissus hydrophobes submergés, par exemple les racines, permet également une
optimisation des échanges gazeux (Winkel et al., 2016; Kurokawa et al., 2018). Une saturation
en eau peut entrainer une altération du systéme photosynthétique, comme montré chez Helian-
thus tuberosus ou chez A. thaliana (Hsu et al., 2011; Yan et al., 2018). Chez A. thaliana, I’en-
gorgement des racines entraine une croissance hyponastique des feuilles, ¢’est-a-dire une mo-
dification de 1’angle des pétioles afin d’assurer une bonne captation de I’oxygéne (Rauf et al.,
2013). D’autres modifications morphologiques, telles que la formation de racines adventives
au niveau de I’hypocotyle, peuvent étre observées en fonction des espeéces et des géno-
types (Steffens & Rasmussen, 2016; Qi et al., 2020) suggérant I’existence de différents méca-
nismes de tolérance au sein du regne végétal (Vashisht et al., 2011; Eysholdt-Derzs6 & Sauter,
2019).

L’hormone principale impliquée dans la réponse des plantes a une saturation hydrique est
I’éthylene (Fig. 1.10.). Lorsque la concentration en oxygeéne est faible, les facteurs de transcrip-
tion WRK33 et WRK12 entrainent la libération de la protéine RAP2 (membre des facteurs de
transcription ERFVII) de la membrane plasmique vers le noyau déclenchant 1’expression de
genes impliqués dans la réponse hypoxique, avec notamment des genes de biosynthese de
I’éthyléne (Hinz et al., 2010; Licausi et al., 2011) tels que I’ACC oxydase 5 (ACO5) positi-
vement régulé par SPEEDY HYPONASTIC GROWTH (SHYG) (Rauf et al., 2013). L’éthyléne
est également impliqué dans une boucle de rétrocontréle positif avec EDS1/ PAD4 pour la for-
mation d’aérenchymes dans les racines en conditions d’hypoxie (Mihlenbock et al., 2007).
L’homéostasie de 1’éthyléne est finement régulée par les plant cysteine oxidases PCO1/PCO2
et LESION SIMULATING DISEASE (LSD1) qui contrdlent négativement 1’expression de
RAP2.2 et I’accumulation de 1’éthyléne (Weits et al., 2014). La voie de I’éthyléne croise celle
de ’auxine via I’'induction de ’EXPANSIN 11 (EXP11) qui permet 1’élongation cellulaire et la
croissance hyponastique (Rauf et al., 2013). Chez A. thaliana, I’éthyléne réprime le géne HRE2
ainsi que I’accumulation de ’auxine et I’expression de génes répondant a I’auxine tels que
AUX1,2,3 ou PID, PIN, LBD16, 18 et PUCI, impliqués dans le développement de racines ad-
ventives (Shukla et al., 2019; da Costa et al., 2020).
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Les facteurs répondant a I’éthyléne, ERFVIIs, répriment les canaux d’efflux d’auxine PIN2 et
participent a la balance hormonale lors de la réponse hypoxique (Eysholdt-Derzs6 & Sauter,
2017). L’ABA est également négativement régulé par 1’éthyléne, induisant la surexpression de
SUBMERGENCE1A (SublA) et la répression de la production de gibbérellines (GA) (Wang et
al., 2021b).

La réponse hypoxique entraine I’accumulation d’espéces réactives de 1I’oxygeéne (ROS) via I’in-
duction de RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOGS D et E (RBOHD) et de 1’alcool
déshydrogénase 1 (ADH1) (Liu et al., 2017). Des vagues d’ions calcium (Ca?*) induites par
I’accumulation de ROS et I’expression de GLUTAMATE-LIKE RECEPTOR GLR3.3,3.6 et
PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN2, 1 (PIP2,1) participent a la signalisation de la
réponse hypoxique et au déclenchement de la réponse des plantes a une saturation hydrique
(Liuetal., 2017; Pelaez-Vico et al., 2023). De plus, I’hypoxie racinaire entraine une modulation
du métabolisme carboné avec une dégradation de I’amidon et du sucrose dans les parties aé-
riennes des plantes ainsi que 1’induction de génes codant des transporteurs de sucres (Hsu et
al., 2011; van Veen et al., 2016). Durant I’hypoxie, les plantes induisent des processus fermen-
taires pour la production d’énergie a travers notamment 1’expression de PDC1 (PYRUVATE

DECARBOXYLASE 1) (Liu et al., 2017) et PDC2 (Luo et al., 2017, p. 2).

1.2. Réponse des plantes aux stress biotiques

1.2.1. Concepts et définitions de la réponse des plantes aux organismes patho-

genes

L’immunité des plantes repose sur la capacité de chaque cellule & mettre en place une défense
localisée. Il existe plusieurs types de résistance chez les plantes : la résistance « hote » et la
résistance « non-hte ». La résistance est dite « hdte » lorsque I'agent pathogéne peut infecter
certains génotypes de 1'hote mais pas d’autres qui sont alors résistants. La résistance non-hote
est définie comme « la capacité de tous les génotypes d'une espéce végétale a présenter une
résistance a tous les génotypes d'une espéce pathogene » (Mysore & Ryu, 2004; Panstruga &
Moscou, 2020). Plusieurs modéles ont été proposes pour expliquer la réponse des plantes aux
stress biotiques : le modele Zig-Zag proposé par Jones & Dangl (2006) (Fig. 1.11.A), le modéle
d’invasion proposé par Cook et al. (2015) (Fig. 1.11.B) et le modele circulaire par Andolfo &
Ercolano, (2015) (Fig. 1.11.C).
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Le modéle Zig-Zag

Jones & Dangl (2006) ont conceptualisé le systéme immunitaire des plantes en deux ni-
veaux distincts basés sur les capacités des plantes et des agents pathogénes a améliorer leur
processus de défense ou d’infection, respectivement. Le premier niveau de ce systéme consiste
en la reconnaissance des molécules communes a de nombreuses classes de microbes, patho-
génes comme non-pathogenes tandis que le deuxieme niveau correspond a la reconnaissance
specifique des agents pathogenes via la reconnaissance de leurs effecteurs. Les récepteurs trans-
membranaires PRR pour pattern recognition receptors détectent la présence de MAMP, pour
microbe associated molecular pattern, de PAMP pour pathogen associated molecular pattern
ou de DAMP pour damage associated molecular pattern et déclenchent une réponse d’immu-
nité appelée PTI ou PAMP-triggered immunity. Les agents pathogénes, via la sécrétion d’ef-
fecteurs, sont en mesure de détourner les défenses basales de la plante via I’altération de la PTI
ce qui déclenche une réponse ETS ou effector triggerd suceptibility. La reconnaissance des
effecteurs par des génes de résistance (genes R) chez les plantes entraine une ETI ou effecteur
triggered immunity et un contournement de cette reconnaissance conduit & une perte de resis-

tance. Les mécanismes moléculaires de résistances sont détaillés dans le paragraphe 1.2.2.
Alternatives au modeéle Zig-Zag

En 2015, Cook et al. ont proposé le modéle d'invasion comme alternative au modéle Zig-Zag.

Les auteurs soulignent les limitations du modéle Zig-Zag par rapport a la distinction des phases
ETI et PTI, et a son application réduite principalement aux agents pathogénes biotrophes (Prit-
chard & Birch, 2014). Le modele d'invasion offre une approche moins restrictive, tant du point
de vue des réponses que de leur temporalité. Dans le modéle d'invasion, la surveillance de la
plante et la reconnaissance de molécules extérieures, appelées ligands jouent un rdle central.

Ces ligands correspondent a des motifs d'invasion (IP) qui sont reconnus par des récepteurs IP

de la plante (IPRs). Cette interaction déclenche une réponse que les auteurs appellent une ré-

ponse déclenchée par les motifs d'invasion (IPTR, pour IP-triggered response). Le modéle

d'invasion présente la réponse immunitaire de la plante comme un continuum, soulignant ainsi

la diversité des réponses possibles en fonction des stimuli et des contextes.
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Figure 1.12. : Représentation du systeme immunitaire des plantes en deux couches : laPTI
(PAMP-triggered immunity) et ’ETI (effecteur triggered immunity). La PTI est déclenchée
par la reconnaissance de PAMPS/MAMPs/DAMPs par les PRR (pattern recognition receptors) (par
exemple FLS2) avec le recrutement de co-récepteurs (par exemple BAK1). Cette interaction entraine la
phosphorylation des RLCK (receptor like cytoplasmic kinase) et déclenche des phosphorylations en
cascade aboutissant a I’expression de génes de défense. La reconnaissance des
PAMPs/MAMPs/DAMPs entraine également la création de canaux calciques, déclenche un burst oxy-
datif et un dépdt de callose. Figure de Zhang et al., 2022.
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En 2015, Andolfo & Ercolano (2015) proposent un modéle qui puisse s’adapter au maximum

d’interactions possibles : le modéle a multiple composantes ou modele circulaire. Ce modele

peut étre divisé en trois phases : (1) interaction, (2) activation/modulation et (3) résistance ef-
fective (immunité). Au cours de la phase d'interaction, deux effets principaux sont détectes :
(A) des modifications des cibles des facteurs de virulence et (B) des altérations spécifiques du

métabolisme primaire de la plante (Avila Méndez & Romero, 2017).

Cependant, malgré la conceptualisation de nouveaux modeéles, le modéle Zig-Zag de Jones &
Dangl (2006) est aujourd’hui le modé¢le d'interaction plante-agent pathogene le plus accepté et

reconnu (Zhang et al., 2022a).
1.2.2. Mécanismes de I'immunité végétale selon le modele Zig-Zag

La premiere couche de défense, la MTI (MAMP-triggered immunity) est la réponse primaire
d’immunité innée basée sur la reconnaissance d’¢éliciteurs trés conservés (ou MAMP, DAMP
et PAMP) (Janeway Jr. & Medzhitov, 1998) par les récepteurs transmembranaires PRR (Fig.
1.12.). Ces PRR possédent un domaine extracellulaire de fixation des ligands et un domaine
intracellulaire possédant une activité kinase (Macho & Zipfel, 2014) et sont généralement des
récepteurs de type receptor like kinase (RLKS) ou des receptor like proteins (RLPs) (Boutrot &
Zipfel, 2017). Lorsque les PRR reconnaissent un ligand, ils recrutent un co-récepteur, permet-
tant la phosphorylation et I’activation des receptor like cytoplasmic kinase (RCLKSs) (Chinchilla
etal., 2007; Lu et al., 2010; Zhang et al., 2010; Sun et al., 2013). Suite a des phosphorylations
successives des protéines kinases MAPK (Bi et al., 2018) et I’activation des génes de la PTT il
y a une accumulation de certaines hormones telles que I’acide jasmonique (JA), I’acide salicy-
lique (SA) ou I’éthyléne (ET) (Meng et al., 2013; Lal et al., 2018), la déposition de callose et
un « burst » oxydatif via ’expression de RBOHD et I’accumulation de ROS (Sreekanta et al.,
2015). L’activation des RCLKs entraine également la phosphorylation et I’activation de cal-
cium-dependent protein kinases (CDPKSs) entrainant la formation des canaux transporteurs
d’ion calcium (Ca?*) (Tian et al., 2019), ion impliqué dans la signalisation cellulaire de nom-

breux processus physiologiques (Clapham, 2007).
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Figure 1.13. : Modele d’interaction géne pour géne décrit par Flor et al. (1971). Une inte-
raction compatible suppose la non reconnaissance de la protéine d’avirulence Avr par le récepteur de
résistance codé par le géne R et déclenche une ETS (effector triggerd suceptibility) (orange). Une inte-
raction incompatible entre 1’hote et le pathogéne suppose une reconnaissance de la protéine d’avirulence
Avr par le récepteur codé par le géne de résistance de la plante, R et déclenche une ETI (effecteur trig-
gered immunity) (Vert).
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Figure 1.14. : Mode d’action des protéines R codées par les génes de résistance R. Les pro-
téines R peuvent reconnaitre des "protéines de garde" dont la conformation est modifiée lorsqu’elles
sont liées a des effecteurs, déclenchant ainsi les défenses de la plante. Les protéines R peuvent également
reconnaitre des "protéines leurres" ou "protéines decoy". Dans ce cas, la plante produit une protéine
leurre qui ressemble & la protéine cible de I'effecteur pathogénique. Lorsque l'effecteur se lie & cette
protéine leurre, il provoque un changement de conformation qui est détecté par la protéine R et déclenche
une réponse résistance (Adaptée de Gtowacki et al., 2010).
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Les agents pathogenes sont cependant en mesure de contrer cette premiére couche de défense
grace a la sécrétion d’effecteurs a I’intérieur des cellules végétales par des mécanismes de sé-
crétion, notamment des types Il et IV (Baker et al., 1997). Les effecteurs sont des protéines et
petites molécules qui altérent la structure et la fonction de la cellule héte et permettent la colo-
nisation par I’agent pathogene (Horbach et al., 2011; Zhang et al., 2022a). Les effecteurs sont
reconnus par des récepteurs intracellulaires de 1’hote, de type Nucleotide Binding Domain Leu-
cine Rich Repeat (NBS-LRR ou NLR). L’interaction NLR-Effecteur repose sur le principe d’in-
teraction géne pour géne (Flor, 1956) et par conséquent sur la présence d’un géne de résistance
(R) chez la plante et d’un géne d’avirulence (Avr) chez 1’agent pathogeéne (Fig.1.13.). Une inte-
raction compatible suppose la non reconnaissance du géne d’avirulence Avr par le géne de ré-
sistance R et déclenche une ETS. Une interaction incompatible entre 1’hote et 1’agent pathogéne
suppose une reconnaissance du geéne d’avirulence Avr par le gene de résistance R de la plante

et déclenche une ETI.

Les protéines R sont des récepteurs intracellulaires qui présentent pour la plupart un site central
de liaison a I’ADN (nucleotide binding site : NBS) (Kourelis & van der Hoorn, 2018), une
région en C-terminal riche en leucines (LRR) et un domaine en N-terminal qui peut étre soit un
domaine TIR pour toll/interleukin-1 récepteur (TNL) (Pan et al., 2000), soit un domaine coiled-
coil (CNL) (Collier et al., 2011) ou un domaine resistance to powdery mildew 8 (RPWS8) (Liu
et al., 2023). Il existe une diversité des génes de résistance, source de réservoir pour la recon-
naissance des souches futures des agents pathogenes (Jones et al., 2016; Monteiro & Nishimura,
2018; Barragan & Weigel, 2021). L’interaction NLR-effecteur met en place une réponse de
défense de maniere plus intense mais moins rapide que la PTI, souvent caractérisée par une
réponse hypersensible (HR), ¢’est-a-dire la mort cellulaire programmeée de la zone infectée, afin
de limiter I’infection (Levine et al., 1994). Cette HR est notamment causee par un burst oxyda-
tif, une signalisation calcigque et une cascade de signalisation des MAPK (Grant et al., 2000; Su
et al., 2018; Yoshioka et al., 2023). Les protéines R peuvent reconnaitre des "protéines de
garde" dont la conformation est modifiée lorsqu’elles sont liées a des effecteurs, déclenchant
ainsi les défenses de la plante. Les protéines R peuvent également reconnaitre des "protéines
leurres”. Dans ce cas, la plante produit une protéine leurre qui ressemble a la protéine cible de
I'effecteur pathogene. La liaison de I'effecteur a cette protéine leurre provogue un changement
de conformation de la protéine leurre détectee par la protéine R, initiant le déclenchement de la
réponse de résistance (Gtowacki et al., 2010) (Fig. 1.14.).

17



Résistance qualitative Résistance quantitative

REPONSE HYPERSENSIBLE

w
=
(@)
=
s
p= =
Q.
RESISTANT SENSIBLE CONTINUUM
Multiples événementsde  ptrec signaux
reconnaissance du pathogéne externes
N o8 Q9 *
" -
i ’
> VY
E s e XIOHY &
b alleles AR \ ‘ X oo (\ ? ;
~E d’ungene o OQ o ) O O 5
O ko "'(j
g l res:stance l OO O O =l B) Q O
2 | o0 l' Fole.
g DEFENSE DEFENSE Réseaude
e géne .
DEFENSE

Figure 1.15. : Phénotype et controle génétique des réesistances qualitative et quantitative.
La résistance qualitative est basée sur ’interaction géne pour géne entre un effecteur de 1’agent patho-
géne et un géne de résistance de la plante hote. Elle est caractérisée par une distribution bimodale du
phénotype de résistance au sein d’une population. La résistance quantitative sous contréle polygénique
est caractérisée par un phénotype de résistance continue au sein d’une population. (Figure de Lannou et
al., 2021).
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Le modeéle Zig-Zag proposé par Jones & Dangl (2006) conceptualise donc le systéme immuni-
taire végétal en deux réponses distinctes. Certaines études rapportent cependant des réponses
similaires entre I’ETI et la PTI, notamment au niveau transcriptomique (Navarro et al., 2004)
ou bien a travers la production de ROS déclenchée par I’expression des génes RBOHD durant
I’ETI et la phosphorylation des protéines RBODH par les PRR (Yuan et al., 2021; Ngou et al.,
2021). Certains PRR, comme BIK1 sont indispensables pour la mise en place du burst oxydatif
(Yuan et al., 2021) ou la mise en place de la HR (Ngou et al., 2021). De plus, certains RLCK
impliqués dans la PTI ont également été montrés comme étant des protéines leurres impliquées
dans ’ETI (Bastedo et al., 2019).

1.2.3. La résistance qualitative et quantitative des plantes aux agents patho-

genes

Les protéines R et la relation « gene pour gene » posent les bases de la résistance qualitative
durant laquelle un gene majeur contréle la résistance (une résistance quasi compléte) a une
souche spécifique (ou un ensemble de souches) de 1’agent pathogene. Cette résistance qualita-
tive se traduit, dans une population, par une distribution bimodale des phénotypes de résistance
(phénotype résistant et phénotype sensible) (Fig. 1.15.). La résistance qualitative présente tou-
tefois des limites puisqu’elle impose des fortes pressions de sélection sur les populations pa-

thogeénes et conduit a des contournements de résistances récurrent.

La résistance quantitative est sous contréle multigénique et confére a la population, en fonction
des alleles de chaque gene considéré, des phénotypes montrant un continuum entre une résis-
tance complete et une sensibilité complete (Fig. 1.15). La résistance quantitative entraine une
réduction de la maladie plutét que I’absence complete de symptomes. La résistance controlée
par plusieurs genes est également considérée comme une résistance plus durable puisqu’elle est
partielle et apporte ainsi une pression moindre sur les communautés des populations patho-
genes, comparée a une résistance qualitative (St.Clair, 2010; Pilet-Nayel et al., 2017). En outre,
la résistance quantitative est plus efficace contre les agents pathogenes nécrotrophes et hemi-
biotrophes, puisqu’elle n’implique pas de réaction hypersensible pouvant étre détournée par ces
agents pathogenes et confére ainsi une résistance partielle a une gamme plus large de micro-
organismes (French et al., 2016). La résistance quantitative joue ainsi un réle essentiel dans les
stratégies de déploiement des résistances afin de limiter leur contournement et augmenter la

durabilité de la résistance.
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Encadré I. 1. : Utilisation de populations naturelles ou artificielles pour I’identification de régions
génomiques controlant des traits complexes ou QTL (Quantitative Trait Locus).
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v T
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A) Utilisation de populations naturelles pour I’identification de régions génomiques contrélant un ca-
ractére d’intérét via la réalisation d’analyses d’associations ou GWAS pour GENOWE WIDE ASSO-
CIATION STUDIES. B) Création de populations en ségrégation, artificielles, pour 1’identification de
régions génomiques contrdlant un caractere d’intérét via les analyses de liaison. La génération F1 issue
du croisement entre le parent P1 et le parent P2 peut étre autofécondée sur plusieurs générations pour
produire une population de lignées recombinantes (Recombinant Inbred Lines, RIL). Le pollen des
plantes de la génération F1 peut également étre utilisé en culture in vitro pour régénérer des plantes
haploides. Le doublement chromosomique permet ensuite de produire des lignées dites haploides dou-
blées (doubled haploid, HD). La génération F1 peut étre rétrocroisée (backcross, BC) avec 1’un de ses
parents pour donner la génération BC1. L’autofécondation de la BC1 sur plusieurs générations permet
la production d’une population de lignées quasi- isogéniques (c’est-a-dire identiques au niveau géné-
tique sauf au niveau de quelques loci) (Near Isogenic Lines, NIL). La génération BC1 peut étre rétro-
croisée avec 1’un de ses parents sur plusieurs générations ou aboutir a la formation d’une population
rétrocroisée recombinante (Backcrossed inbred lines, BIL). Si les populations F2 ou BC1 peuvent étre
utilisées rapidement pour la cartographie de génes contrélant des traits complexes, 1’avantage des popu-
lations NIL, BIL, RIL et HD est qu’elles sont fixées dans le temps (homozygotes pour une majorité des
loci) et peuvent étre maintenues via 1’autofécondation. L’utilisation de ces populations naturelles ou
artificielles permet des études d’associations ou de liaison génétique. Ces analyses ont pour but d’iden-
tifier des régions génomiques (ou quantitative trait locus, QTL) contribuant de maniére significative a
la variation d’un trait particulier au sein d’une population.
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La durabilité de la résistance peut étre augmentée notamment en pyramidant des genes R et des
QTL (quantitative trait loci) de résistance dans différents tissus (Roux et al., 2014; Kushalappa
et al., 2016; Pilet-Nayel et al., 2017). L hypothése sous-jacente est que les mécanismes molé-

culaires associées aux genes R et aux QTL sont différents et putativement complémentaires.

Plusieurs hypotheses ont été émises quant aux mécanismes contr6lés par les génes sous-jacents
aux QTL de résistance : 1) les genes causaux aux QTL ont des fonctions de défense basale ou
dans la transduction des signaux de défense, 2) les génes causaux aux QTL sont des génes R
altérés ou 3) des genes impliqués dans le développement de la plante (Poland et al., 2009; Roux
etal., 2014). L’effet a large spectre de certains QTL pourrait suggérer un role des génes causaux
dans la perception des PAMPs ou des effecteurs (Roux et al., 2014). La diversité des fonctions
des genes sous-jacents pourrait suggérer que ces QTL agissent a différents stades de I’infection,
comme démontré dans I’interaction mais/Setosphaeria turcica (Chung et al., 2010). Des ana-
lyses de liaison ou d’association (GWAS pour GENOME WIDE Association STUDIES) ont
identifié des régions génomiques controlant la résistance a des organismes pathogénes au sein
de populations artificielles (Encadré 1.1.) ou naturelles (St.Clair, 2010). Sur les nombreux QTL
de résistance identifiés, peu de génes causaux ont pu étre clonés et validés fonctionnellement
(Gou et al., 2023) (Tableau I.1.). Parmi les génes causaux a des QTL de résistance clonés,

plusieurs codent des récepteurs de I’'immunité végétale, avec par exemple des WAK/WALK

comme RFOL1 impliqué dans la résistance d’A. thaliana & Fusarium oxysporum (Diener & Au-
subel, 2005), des LRR-RLK/RLP comme FLS2, RFO2/3 impliqué dans la résistance d’Arabi-
dopsis a Pseudomonas syringae ou F. oxyporum (Forsyth et al., 2010; Cole & Diener, 2013;
Shen & Diener, 2013), des NLR comme RRS1/RPS4 chez A. thaliana (Debieu et al., 2016) ou
RppK chez le mais (Chen et al., 2022). D’autres génes sont impliqués dans la transduction des

signaux comme la protéine kinase RKS1 impliquée dans la réponse d’A. thaliana a Xanthomo-
nas campestris (Huard-Chauveau et al., 2013) ou le facteur de transcription ZmMM1 qui con-
fere au mais une résistance a Exserohilum turcicum (Wang et al., 2021a). Certains genes cau-
saux sont impliques dans la production de lignine comme TaDIR-B1 identifié chez le blé (Yang
et al., 2021b), ou dans la régulation de I’auxine ou de SA (Yang et al., 2010; Fu et al., 2011,

Zhang et al., 2011b; Wang et al., 2014; Ye et al., 2019) chez le riz et le mais. De nouveaux
genes non caractérisés ont également été identifiés comme POQDR qui confére une résistance

a Arabidopsis face a Sclerotinia sclerotiorum (Badet et al., 2017).
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1.2.4. RoOle des hormones dans la défense des plantes aux pathogénes

De nombreuses phytohormones sont impliquées dans la défense des plantes aux attaques bio-
tiques, notamment ’acide salicylique (SA) dans la résistance des plantes aux agents pathogeénes
biotrophes ou I’éthyléne (ET) et I’acide jasmonique (JA) dans la résistances aux nécrotrophes
(Glazebrook, 2005; Dempsey et al., 2011; Rahman et al., 2012; Ghozlan et al., 2020) (Fig.
1.16.).

L’accumulation de SA induit une défense de longue durée et a large spectre appelée résistance

systémique acquise (SAR) (Fu & Dong, 2013). L’infection entraine une accumulation de SA

qui se lie a des récepteurs nonexpresseor of PR gene NPR1 (Wu et al., 2012b; Liu et al., 2020c).
L’interaction SA/NPR1 conduit a I’expression de génes appelés PR ou pathogenesis-related
genes (Niki et al., 1998). La signalisation et la mise en place de la SAR se fait a travers la
mobilité du méthylsalicylate (MeSA), molécule inactive qui est convertie en SA par 1’action
d’une methyl salicylate esterase SABP2 (Park et al., 2007). D’autres hormones sont également
impliquées dans la réponse des plantes aux organismes pathogenes et notamment aux nécro-
trophes (Li et al., 2022). En effet, I’apparition d’une nécrose des tissus entraine une accumula-
tion de JA qui se lie au récepteur COI1 (pour coronatine insensitive 1) (Yan et al., 2009). Cette
interaction JA/COI1 entraine la dégradation de JAZ1 (Thines et al., 2007) et donc I’expression
de facteurs de transcription tels que MYC2/3/4 (Fernandez-Calvo et al., 2011; Niu et al., 2011).
Ces facteurs de transcription induisent I’expression de geénes impliqués dans la biosyntheése du
JA dont LOX2 (Macioszek et al., 2023) ou de facteurs de transcription WRKY75 et ORA59
(membre des facteurs de transcription répondant a 1’éthyléne) qui induisent PDF1.2 pour plant
defensin (Chen et al., 2021). L’ éthyléne (ET) accumulé aprés la nécrose entraine également
I’induction de PDF1.2 via I’expression de différents facteurs de transcription tels que EIN2 (Li
et al., 2019b) ainsi que de ORA59 (Penninckx et al., 1998; Pré et al., 2008). Les JA et ’ET

sont également impliqués dans un mécanisme de résistance systémique induite, ISR (Pieterse

etal., 2014).11 existe toutefois une réponse antagoniste entre SA et I’ET/JA. L’acide jasmonique
est notamment amené a réprimer 1’expression des PR (Niki et al., 1998) tandis que 1’acide sa-

licylique réprime 1’expression de PDF1.2 (Leon-Reyes et al., 2010).
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Figure 1.16. : Role des hormones dans la réponse des plantes a différents types d’agents patho-
génes. L’acide salicylique (SA) est accumulé lors de I’infection par des agents pathogénes biotrophes.
Cette accumulation entraine I’expression de différents récepteurs et des génes PR (PATHOGENS RE-
LATED GENES) dont PR1 (gris) ce qui conduit a une résistance systémique acquise (SAR). L’infection
par des agents pathogeénes nécrotrophes entraine 1’accumulation d’éthyléne (ET) et d’acide jasmonique
(JA) (violet) qui vont permettre I’expression de génes de défense comme PDF1.2 ou 1’augmentation de
la biosynthése de JA (LOX2). JA et ET sont également impliqués dans un mécanisme de résistance
systémique induite, ISR. Les réponses antagonistes entre JA/ET et SA sont représentées par des traits
en pointillé. Figure adaptée de Li et al., 2019
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1.3. Impact de contraintes biotiques et abiotiques combinées sur les plantes

1.3.1. La combinaison de stress : modalités d’application et interaction des

stress

Les plantes font rarement face a des stress seuls et sont ainsi soumises a des stress combinés,
qu’ils soient biotiques ou abiotiques. L’évaluation de I’impact de ces stress combinés sur la
réponse des plantes dépend des modes d’application et de la potentielle interaction entre ces
contraintes. Ainsi, il existe plusieurs fagons d’appliquer des combinaisons de stress (Desaint et
al., 2021) : de maniere simultanée (Fig. 1. 17.A) ou en décalé, de maniere séquentielle (Fig. 1.
17.B), a moins de 24 heures d’intervalle ou en acclimatation (Fig. I. 17.C), a plus de 24 heures

d’intervalle.

La mesure de I’impact d’une combinaison de stress, quels qu’ils soient, peut s’avérer complexe
d( aux possibles interactions entre ces derniers (Fig. 1.18.). Ces interactions peuvent étre de

différente nature : i) dans 1’effet de dominance, les stress en combinaison n’interagissent pas

entre eux et |’effet des stress combinés est ainsi égal a I’effet de I’un ou 1’autre des stress appli-
ques seuls ; ii) I’effet additif implique que ’effet des stress combinés est égal au cumul des
effets de chaque stress appliqué seul ; iii) les stress peuvent interagir de maniére positive, c’est-
a-dire en synergie et donc I’effet des stress combinés est plus important que 1’effet additif de

ces stress, iv) ou bien de maniére négative, c’est-a-dire de maniére antagoniste et donc I’effet

des stress combinés est plus faible que 1’effet additif (Coté et al., 2016; Zandalinas & Mittler,
2022).

Dans tous les cas, il n’est pas ais¢ de déterminer, lors de 1’application d’une combinaison de
stress, lequel a un impact plus important sur les plantes, c’est-a-dire le stress dominant. Dans la
revue réalisée par Pandey et al., (2015) le stress dominant est défini comme le stress induisant
le plus de changements au niveau transcriptomique. Par ailleurs, la réponse des plantes a des
stress appliqués en combinaison dépend des combinaison de stress (Zandalinas & Mittler, 2022)
et des génotypes chez A. thaliana et le riz (Vile et al., 2012; Habibpourmehraban et al., 2022).
Il est important aussi de souligner que 1’¢tat nutritionnel de la plante conditionne la réponse a

un stress biotique ou abiotique (Kumari et al., 2022).
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Figure 1.17. : Méthodes d’application de stress combinés. En A) application de deux stress de ma-
niere simultanée, en B) application de deux stress de maniére séquentielle & moins de 24 heures d’inter-
valle et en C), application de deux stress en acclimatation, c’est-a-dire a plus 24 heures d’intervalle.
Adaptée de Desaint et al. (2021).
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Par exemple, des apports en azote, en potassium et en phosphore (P) permettent une augmen-

tation de la biomasse aérienne et sous-terraine du mais soumis a un stress salin (Zhang et al.,

2006a), du blé lors d’une hausse de température de quelques degrés (Liu et al., 2019) ou de la
moutarde en condition de déficit hydrique (Rani et al., 2021).

L’impossibilité de prédire 1’effet de stress combinés en étudiant individuellement 1’impact des
stress seuls est confirmée par une littérature abondante (Rasmussen et al., 2013; Prasch & Son-
newald, 2013a; Barah et al., 2016; Shaar-Moshe et al., 2017; Georgii et al., 2017). Dans les
paragraphes 1.3.2. et 1.3.3., des exemples de I’impact de 1’application de contraintes combi-
nées seront présentés, notamment la combinaison des deux stress abiotiques secheresse/ hausse
de la température et la combinaison de différentes conditions abiotiques sur la réponse des
plantes a des stress biotiques.

1.3.2. Impact de la combinaison de contraintes abiotiques sur les plantes

La combinaison de stress abiotiques la plus étudiée est I’association d’une augmentation de la
température et d’un déficit hydrique. Chez A. thaliana, il a été démontré au niveau transcripto-
mique que la réponse a ces deux stress combinés est différente de celle de chaque stress appliqué
seul et que le stress sécheresse est dominant sur le stress thermique (Rizhsky et al., 2004). En
condition de hausse de température, les plantes augmentent leur transpiration et ouvrent leurs
stomates. En condition de secheresse, la photosynthese est supprimée, les stomates sont fermés
et les plantes accumulent de la proline. En conditions combinées de sécheresse et de hausse de
la température, il y a une augmentation de la respiration, une suppression de la photosynthese
et I’accumulation de différents sucres (sucrose, maltose, melibose et mannitol) a la place de la
proline (Rizhsky et al., 2004). Dans d’autres études les résultats de I’interaction entre ces deux
stress sont légérement différents. Sewelam et al. (2020) rapportent notamment un effet prédo-
minant d’une hausse de la température par rapport a un stress osmotique, mimant un déficit
hydrique. En se basant sur la définition donnée par Pandey et al. (2015) d’un stress dominant,
c’est-a-dire celui qui entraine le plus de modifications transcriptomiques, 1’effet des stress dé-
pend également des écotypes considérés. En effet, dans 1’étude de Barah et al. (2016) le stress
température a un effet dominant chez I’écotype Ler, tandis que le stress osmotique (salin) est

dominant chez I’écotype Kas-1.
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Figure 1.18.: Interactions entre
les effets de stress multiples. A)
Cas de deux stress ayant des im-
pacts positifs, B) Cas de deux
stress ayant des impacts négatifs.
Lors de I'application de la combi-
naison de stress, I’effet de domi-
nance signifie que ’effet de ces
deux stress en combinaison est égal
a I’effet de I’un ou I’autre des stress
appliqués seul. Lorsque I’effet de
deux stress combinés est égal a la
somme de leurs effets pris séparé-
ment, les stress ont un effet additif.
Les stress combinés peuvent égale-
ment avoir effet synergétique positif
(S+), c’est-a-dire que l'effet com-
biné de deux stress est plus positif
que l'effet additif de chaque stress
appliqué individuellement ou un ef-
fet synergétique négatif (S-) lorsque
I'effet combiné de deux stress est
plus négatif que l'effet additif de
chaque stress appliqué individuelle-
ment. Il existe également un effet
antagoniste positif (A+), ¢’est-a-dire
gue la combinaison de stress a un ef-
fet moins positif que 1’effet additif
calculé ou un effet antagoniste néga-
tif, c’est-a-dire que la combinaison
de stress a un effet moins négatif que
Ieffet additif calculé. C) Dans le
cas ou les impacts des stress ne
vont pas dans le méme sens: S+
correspond a un effet plus positif
que D’effet additif et plus grand que
I’effet de « a» ; S- correspond a un
effet plus négatif que 1’effet additif
et plus grand que I’effet de « b »;
A+ corresponds a un effet plus néga-
tif que I’effet additif, mais moins né-
gatif que I’effet de « b » et A- cor-
respond a un effet moins négatif que
I’effet additif et moins positif que
I’effet de « a ». Adapté Piggott et al.
(2015).




Chapitre | — Synthése bibliographique

1.3.3. Impact des conditions environnementales sur 1’issue de ’interaction

plante-agent pathogéne

Dans le contexte de changement climatique, la répartition des niches écologiques des plantes et
des microorganismes pathogénes est amenée a évoluer avec de nouvelles aires de répartition
pour les végetaux et les agents pathogenes, suggeérant ainsi des interactions plantes-agents pa-
thogeénes inédites ou réemergantes (Chakraborty, 2013; Chaloner et al., 2021; Trivedi et al.,
2022). L’étude de I’impact d’une combinaison de stress biotiques et abiotiques est encore plus
complexe a évaluer car les conditions environnementales, en plus d’avoir un impact sur la phy-
siologie de la plante impactent également le développement des microorganismes phytopatho-

geénes.

L’effet de la température sur I’issue de différentes interactions hote/pathogéne chez Arabidopsis
a été tres documenté. A une température de 28°C (augmentation de 6°C par rapport a la tempé-
rature optimale d’A. thaliana de 22 °C), la réponse basale ainsi que la résistance médiée par les
génes R (RPS2, RPML1 et RPS4) sont réprimées face a I’infection par P. syringae, se traduisant
notamment par une suppression de la réponse d’hypersensibilité (Wang et al., 2009). Aoun et
al. (2017) rapportent également un effet négatif de la température sur la résistance a R. sola-
nacearum via la répression de I’ETI et des genes RPSA/RRS1 mais ont mis en évidence une
résistance quantitative effective sous ces conditions via notamment 1’effet du locus SSL5. Ce
méme type de réponse a la température est observé chez d’autres espéces veégétales telles que
le riz, par exemple, ou certains genes de résistance a Xanthomonas oryzae sont induits lors de
I’augmentation de la température, notamment le géne RXa7 (Webb et al., 2010) tandis que
d’autres génes R étaient réprimés (Chen et al., 2019a). D’autres études rapportent également
qu’une température de 28°C sur A. thaliana ou Solanum lycopersicum conduit a la répression
des voies de défense dépendantes de I’acide salicylique (SA) et entraine I’accumulation de

I’acide jasmonique (JA) (Huot et al., 2017; Havko et al., 2020; Kim et al., 2022).

La teneur en eau du sol peut également moduler I’issue des interactions plante-agent pathogene.
Par exemple, un deficit hydrique entraine une reduction des symptémes de la maladie dans le
pathosystéme R. solanacearum-Solanum lycopersicum (Islam & Toyota, 2004) mais une aug-
mentation de la maladie lors de I’interaction O. sativa-Magnaporthe oryzae (Bidzinski et al.,
2016). Chez A. thaliana, une secheresse conduit a une plus grande sensibilité (Choudhary &

Senthil-Kumar, 2022) ou une plus grande résistance (Gupta et al., 2016) a P. synrigae.
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Figure 1.19 : Modéle des normes de réactions. a) moyenne phénotypique de la population a travers
les environnements. b) L'effet "Individu par Environnement" (I x E) prend en compte a la fois les effets
génétiques et non génétiques sur la maniére dont chaque individu réagit a son environnement. c) L'effet
"Génotype par Environnement" (G x E) se concentre spécifiqguement sur I'influence des génes sur la

réaction d'un individu a son environnement.
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Lors d’un stress sécheresse, la plante produit de I’ABA qui entraine de nombreux processus
physiologiques qui pourraient prévenir ’infection tels que la fermeture des stomates déja mon-
tré comme impliqué dans la résistance d’A. thaliana a I’infection par P. syringae (Melotto et
al., 2006) ou la biosynth¢se de cutine qui permettrait de prévenir I’entrée des agents pathogénes
au niveau des feuilles. Le r6le que pourraient jouer ces processus physiologiques dans la résis-
tance des plantes a I’infection dépend cependant des agents pathogeénes. Par exemple, le mutant
sma4, altéré dans ’expression du géne LONG-CHAIN ACYL-COENZYME A SYNTHETASE,
impliqué dans la synthése de la cutine, présente une plus grande résistance a Botrytis cinerea et
une plus grande sensibilité a P. syringae (Tang et al., 2007; Bi et al., 2017). L’application d’un
déficit hydrique entraine I’expression de génes impliqués dans la défense chez la vigne (Cramer

et al., 2007; Guan et al., 2018) et chez le pois chiche (Sinha et al., 2016).

L’impact des conditions abiotiques sur 1’issue de I’interaction plante-agent pathogene dépend
des conditions évaluées, des plantes ainsi que de 1’agent pathogéne considéré (Leisner et al.,

2023).

1.4. Plasticité de la réponse des plantes sous des contraintes abiotiques

Les plantes ont la remarquable capacité de s'adapter a leur environnement grace a la plasticité
phénotypique. Cette plasticité est définie dans la littérature comme la capacité d'un génotype a
ajuster son phénotype en réponse aux conditions environnementales (Bradshaw, 1965). Par
exemple, comme précédemment décrit, certains génotypes d'A. thaliana sont capables de dé-

clencher des réponses de thermomorphogénése lorsque soumis a des températures de 28°C.

La plasticité phénotypique est couramment représentée sous forme de courbes appelées
« normes de réaction » (Viaet al., 1995) (Fig. 1.19.), qui illustrent les phénotypes d'un individu
dans différentes conditions environnementales. Ces normes de réaction (Nussey et al., 2007)

permettent de déterminer deux aspects importants :

- L'effet "Individu par Environnement™ (I x E) : Il prend en compte a la fois les effets
génetiques et non genétiques sur la maniere dont chaque individu réagit a son environne-
ment. En d'autres termes, les différences observées entre les individus dans leur réaction
a I'environnement peuvent étre dues a des facteurs génétiques ainsi qu'a d'autres facteurs

non génétiques.
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- L'effet "Geénotype par Environnement™ (G x E) : Il se concentre spécifiquement sur
I'influence des genes sur la réaction d'un individu a son environnement. Cela signifie que
si I'on observe des variations dans la réaction des individus a I'environnement, ces varia-

tions sont principalement dues a des différences géneétiques entre ces individus.

Cependant, il est important de noter que les facteurs génétiques ne suffisent pas a expliquer la
totalité de la variation phénotypique observée entre les individus exposes a différents environ-
nements. De plus en plus d'études mettent en lumiére le réle des mécanismes épigénétiques
dans la plasticité phénotypique, que ce soit chez les mammiféres (Duncan et al., 2014) ou chez
les plantes (Dar et al., 2022; Jiang et al., 2023). Ces mécanismes épigénétiques contribuent a la
variabilité phénotypique en réponse a des environnements changeants. Kooke et al. (2015) ont
notamment mis en évidence le controle de la plasticité d’A. thaliana entre des conditions abio-
tiques standard et un stress salin pat des épimutations liées a différents niveaux de méthylation
de I’ADN et Gonzélez et al. (2013) ont démontré le role de la méthylation de I’ADN dans la
plasticité de la tomate entre des conditions de sécheresse et des conditions standard.

2. Epigénétique et réponse des plantes aux stress abiotiques et biotiques
2.1. Définitions de I’épigénétique

L’épigénétique a été définie pour la premiére fois par Waddington (1942) comme le change-
ment d’un phénotype sans modification du génotype (Fig.1.20.). D’autres définitions s’en sont
suivies comme celle de Holliday (1987) décrivant 1’épigénétique comme le changement d’ac-
tivité des génes durant le développement. En 2001, Wu & Morris (2001) y ajoutent la notion
d’héritabilité. L épigénétique est décrite alors comme « I’étude des mécanismes héritables lors
de la mitose et/ou de la méiose qui modifient I’expression des génes sans impacter la séquence
de I’ADN » (Wu & Morris, 2001), définition qui sera celle utilisée par la suite dans ce manuscrit
de thése. Heard & Martienssen (2014) précisent que les mécanismes épigenétiques peuvent étre
héritables ou bien adaptatifs. Les mécanismes épigenétiques dit « héritables » ne sont pas sou-
mis a une réinitialisation lors des divisions méiotiques et mitotiques et sont alors transmis sur
plusieurs générations (Fitz-James & Cavalli, 2022; Burton & Greer, 2022). Les mécanismes
épigenétiques dit « adaptatifs » permettent 1’adaptation d’un individu a son environnement a un

instant précis et ne sont pas transmis d’une génération a I’autre.
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Figure 1.21. : Représentation de la structure chromatinienne. La molécule d'ADN est organisée en
double hélice (1) de 2 nanomeétres de diamétre (nm). Elle s’enroule autour d’octameres d’histones, ap-
pelés nucléosomes, composés de 2 histones H2A, 2 H2B, 2 H3, 2 H4 (2) (3). Certains ARNnc, comme
les miARN, sont encodés par des génes, les génes MIR, soulevant parfois la question de leur apparte-
nance aux mécanismes épigénétiques. Les miARN ont cependant un réle dans la régulation de 1’expres-
sion des genes au niveau post-transcriptionnel sans impacter 1’intégrité de la séquence nucléotidique de
leur géne cible et seront donc, dans ce manuscrit de thése, considérés comme un mécanisme épigéné-
tique. La chromatine se replie pour former une fibre de chromatine de 30 nm de diamétre (4), qui forme
des boucles d'une longueur moyenne d'environ 300 nanomeétres de diamétre (5). Ces fibres de chroma-
tine sont compacteées et pliées pour former une fibre de 700 nt (7). Image adaptée du National Human
Genome Research Institute. @genome.gov
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2.2. Les mécanismes épigénétiques

Au sein de la cellule, un fragment de 146 ou 147 paires de bases (pb) de la molécule d’ADN
est enroulée autour d’un octameére d’histones constituant un nucléosome. Les octaméres sont
constitués de 4 paires d’histones : 2 H2A, 2 H2B, 2 H3 et 2 H4. Le nucléosome est I’unité de
base de la chromatine, qui est la structure sous laquelle est compactée I’ADN (Fig. 1.21.). Les
nucléosomes sont stabilisés par 1’histone H1 appelée « linker » (Luger et al., 1997). La chro-
matine présente deux niveaux de compaction desquels dépend 1’expression des génes : 1’hété-
rochromatine (constitutive et facultative), présentant une chromatine compactée ou les genes
ne sont pas transcrits et 1’euchromatine, pour laquelle la chromatine est relachée et les génes
sont transcrits. L’hétérochromatine constitutive reste compactée et les génes ou les éléments
transposables n’y sont jamais exprimés, tandis que [’hétérochromatine facultative peut se dé-
compacter. Le niveau de compaction de la chromatine est modulé par différentes marques épi-

génétiques (Roudier et al., 2011).

Ces différentes modifications épigénétiques, ¢’est-a-dire modifications d’histones et méthyla-
tion de I’ADN sont présentées bri¢vement par la suite. Par ailleurs, certains ARN non codants
(ARNnc) ayant un role fondamental dans la régulation de I’expression des genes au niveau
post-transcriptionnel sans impacter 1’intégrité de la séquence nucléotidique de leur gene cible
peuvent étre aussi considérés comme un mécanisme épigénétique. Dans ce manuscrit de these,
et malgré le fait que les ARNNc soient codés par des génes, ils seront considérés comme un

mécanisme épigénétique et présentés a la suite des autres mécanismes.
Modifications et variants d’histones

Les histones sont des proteines conservées et nécessaires a la stabilité du génome (Prakash &
Fournier, 2017). Les histones sont soumises a des modifications post-traductionnelles notam-
ment sous la forme d’acétylation (Ac), de méthylation (Me) ou de phosphorylation (P) (Torres-
Perez et al., 2021) (Fig.1.22.B). Il existe une nomenclature spécifique permettant de décrire ces
differentes modifications : par exemple, dans le cas de la modification d’histone H3K27me3,
le numéro de I’histone est défini par « H3 », I’acide aminé modifié, ici la lysine, par le « K »,
le numéro de I’acide aminé modifié en partant de ’extrémité N terminal de la queue d’histone,
ici par le « 27 » et le type et le nombre de modifications sur ce résidu, ici « me3 », c’est-a-dire

ajout de 3 groupements méthyl (Fig. 1.22.A).
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Figure 1.22. : Modifications d’histones et variants d’histones. (A) Nomenclature des modifications
d’histones : dans le cas de la marque H3K27me3, le numéro de I’histone est défini par « H3 », I’acide
aminé modifié, ici la lysine, par le « K », le numéro de I’acide aminé modifié en partant de I’extrémité
N terminale de la queue d’histone, ici par le « 27 » et le type et le nombre de modification sur ce résidu,
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kash and Fournier, (2017) et Torres-Perez et al. (2021).
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sine.
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Parmi les modifications d’histones les plus étudiées, H3K9me2 permet la stabilité du génome
via la répression de 1’expression d’éléments transposables ou de séquences répétées et le main-
tien des frontieres structurelles entre eu- et hétérochromatine (Poleshko et al., 2019; Xu &
Jiang, 2020). D’autres marques, comme I’apposition de groupe méthyle, H3K4me3 ou
H3K36me2/3 sont de leur coté des modifications d’histones associées a la transcription gé-
nique. La marque H3K4me3 est notamment impliquée dans de nombreux processus physiolo-
giques comme le temps de floraison, le développement végétatif ou la réponse des plantes a
des stress biotiques et abiotiques (Foroozani et al., 2021). Par ailleurs, les histones H2A, H2B,
H3 et H1 possedent des variants dont la localisation spécifique permet la modulation de 1’épi-
génome et influe la présence d’autres marques épigénétiques. Par exemple, les variants H2A. X,
H2A.Z et H2A.W sont localisés respectivement dans les promoteurs des genes actifs, dans le
corps des genes inactifs et au niveau des transposons (Kawashima et al., 2015; Jiang & Berger,
2017; Lei & Berger, 2019) (Fig.1.22.D). Les variants H3.3 et CenH3 sont respectivement loca-
lisés dans les régions télomériques et centromériques des chromosomes (Lermontova et al.,
2006; Fukagawa & Earnshaw, 2014; Otero et al., 2016) (Fig.1.22.C). D’autres variants d’his-
tones, notamment H1.3, sont impliqués dans la réponse d’Arabidopsis aux stress abiotiques
(Rutowicz et al., 2015; Foroozani et al., 2022).

Méthylation de ’ADN

Les modifications et variants d’histones ne sont en mesure de stabiliser le génome qu’en syner-
gie avec d’autres modifications épigénétiques, et notamment la méthylation de I’ADN (Prakash
& Fournier, 2017). La méthylation de I’ADN a tout d’abord été identifiée par Hotchkiss (1948)
avant d’étre associée, bien plus tard, au contréle de I’expression des genes chez les cellules
eucaryotes (Compere & Palmiter, 1981). Elle consiste en I’addition d’un groupement méthyl
sur le 5°™ carbone d’une cytosine pour ainsi former la 5-methylcytosine (He et al., 2011) (Fig.
1.23.). Chez les plantes, il existe trois contextes de méthylation : CG, CHG et CHH (ou H est
soit A, T ou C) (Dowen et al., 2012; Deleris et al., 2016). La méthylation dans les contextes
CHG et CHH est généralement associée a la repression de la transcription des genes et des
transposons, assurant ainsi la stabilité du génome (Muyle et al., 2022). La méthylation en CG
se trouvant dans les promoteurs des génes assure également ce role d’inhibiteur transcription-
nel. Celle présente dans le corps des genes reste moins connue mais pourrait étre impliquée
dans le maintien evolutif de génes fonctionnellement importants en limitant 1’expression de
promoteurs intra géniques ou via I’augmentation de la précision des processus d’épissage (Ta-
kuno & Gaut, 2012).
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des plantes aux agents pathogénes et aux stress abiotiques. Les INCARN et les circARN sont en mesure
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ARN non codants

Les ARN non codants (ARNNc) (Figure 1.24.) font également partie des mécanismes épigéné-
tiques puisqu’ils sont impliqués dans la régulation de I’expression de génes au niveau transcrip-
tionnel ou post-transcriptionnel, sans impacter leur séquence nucléotidique (Kaikkonen et al.,
2011; Wei et al., 2017). Les ARNnNc sont des ARN qui ne sont pas traduits en protéines et sont
classés en fonction de leur taille : les petits ARNNc ont une longueur de 18 & 30 nucléotides (nt)
; les moyens ARNnNc de 31 a 200 nt et les longs ARNNc de plus de 200 nt (Yu et al., 2019).
Parmi les petits ARNNc, on peut notamment retrouver les microARN (Cf paragraphe 2.5) et
les petits ARN interférants (siARN), impliqués dans le processus de méthylation de I’ADN (Liu
et al., 2004). Au niveau des longs ARNnc, il est possible de donner I’exemple des ARN circu-
laires (circARN) qui, par leur structure sont plus stables que d’autres ARNnc (Suzuki et al.,
2006) et les long ARN non codants (INcARN). Plus récemment, les tSARN, dérivant des ARN
de transfert, indispensables a la traduction, ont été identifiés comme impliqués dans de nom-
breux processus chez les plantes (Wang et al., 2023). Tous ces ARNnc ont des roles dans plu-
sieurs processus physiologiques ou de développement ainsi que dans la réponse des plantes au
stress biotiques et abiotiques (Wang & Chekanova, 2017; Hou et al., 2019; Kong et al., 2022;
Wang et al., 2023). 1l existe également des interactions entre les ARNNc, ainsi les INCARN et
les circARN peuvent réguler négativement les microARNSs (Han et al., 2020; Chao et al., 2022;
Ma et al., 2023).

Etats Chromatiniens

La localisation et la combinaison de certaines marques épigénétiques, dont la méthylation de
I’ADN et les modifications d’histones, conduisent a différents états chromatiniens. Chez A.
thaliana, quatre états chromatiniens prédominants, couvrant 90% du génome, ont ainsi été de-
crits et associes a 12 modifications épigénétiques (11 modifications d’histones et la méthylation
des cytosines de I’ADN) (Roudier et al., 2011) (Fig. 1.25.A). 54% des génes présentent 1’état
chromatinien 1 (CS1, combinaison de 6 marques histones) et sont situés dans des régions trans-
criptionnellement actives, tandis que les éetats chromatiniens 2 et 3 (CS2 et CS3, combinaisons
de 3 marques histones, et 4 marques histones et la méthylation de I’ADN, respectivement) cor-
respondent a des régions transcriptionnellement inactives, avec une majorité d’éléments trans-
posables pour le CS3. L’état chromatinien 4 (CS4) est associé¢ a peu de marques épigénétiques

et une tres faible expression génique (Roudier et al., 2011).
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Figure I. 25. : Caractérisation des états chromatiniens (CS) chez A. thaliana par (A) Roudier et al.
(2011) et (B) Sequeira-Mendes et al. (2014). (A) 1l existe selon Roudier et al. (2011) 4 états chroma-
tiniens caractérisés par 12 marques épigénétiques. Les lignes correspondent aux états chromatiniens
(CS1 a CS4) et les colonnes aux marques épigénétiques étudiées. La distribution des 12 marques chro-
matiniennes sur les quatre CS est indiquée en couleurs pour des valeurs allant de 25 % (violet clair) a
100 % (violet foncé). (B) Plus tardivement, en utilisant 17 marques épigénétiques, Sequeira-Mendes et
al. (2014) ont caractérisé 9 états chromatiniens. Ces box-plot présentent la prévalence de chaque marque
chromatinienne (sur I’axe des abscisses) au sein des 9 CS (en axe des ordonnées les z-score).
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En utilisant plus de marques épigénétiques, Sequeira-Mendes et al. (2014) ont par la suite mis
en évidence 9 états chromatiniens en se basant sur la répartition de 16 modifications épigéné-
tiques sur la totalité du génome d’Arabidopsis dont 11 modifications d’histones, 4 variants
d’histones et la méthylation des cytosines de I’ADN (Sequeira-Mendes et al., 2014) (Fig.
1.25.B).

Dans les prochains paragraphes, nous traiterons plus en détail les deux mécanismes épigéné-

tiques que j’ai étudiés dans mon travail de thése, la méthylation de I’ADN et les miARN.

2.3. Méthylation de I’ADN

2.3.1. Mise en place, maintenance et processus de démethylation

La méthylation de novo de I’ADN chez les plantes peut se faire par la voie des ARN (RNA-
directed DNA methylation, RdADM) de maniere indépendante du contexte nucléotidique CG,
CHG ou CHH. Cette voie se décompose en plusieurs étapes qui consistent 1) en la biosynthése
de petits ARN interférants (siRNA), 2) la production d’un ARN double brin, 3) I’assemblage
d’un complexe composé des siARN double brin et de protéines ARGONAUTES (AGO) et 4)
le recrutement de protéines méthyltransférases qui apposent un groupe méthyle sur les cytosines
de ’ADN (revue dans Zhang et al., 2018).

La premiere étape est donc la transcription d’ARN simple brin complémentaire de la région
cible, par I’ARN polymerase IV (Fig 1.26.A), spécifique des plantes, et qui possede deux sous
unités NRPD1a and NRPD2 avec une activité catalytique (Onodera et al., 2005; Herr et al.,
2005). Le recrutement de I’ARN polymérase IV se fait grace a d’autres protéines telles que
SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1 (SHH1) qui reconnaissent les marques
H3K9me2 (Law et al., 2011), DNA BINDING TRANSCRIPTION FACTOR 1 (DTF1) (Zhang
et al., 2013) et CLASSY1 (CLSY1), une protéine possédant un domaine SNF2 (Smith et al.,
2007). L’ ARN simple brin ainsi transcrit est ensuite répliqué par I’ARN POLYMERASE ARN
DEPENDANTE 2 (RDR2). Cet ARN double brin, aussi appelé pri-siARN (transcrit primaire)
est clivé par I’action de protéines DICER LIKE (DCL), notamment DCL 3 et permet la produc-
tion de petits ARN interférents (SiARN) de 24 nucléotides (Wu et al., 2012a). Enfin, un brin de
SIARN est chargé sur les protéines ARGONAUTE, AGO6 ou AGO4, recrutées elles-mémes
par la protéine KOW DOMAIN-CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR (KTF1) (He et
al., 2009).
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Figure 1.26. : Méthylation de novo de I’ADN via la voie (A) ARN Pol 1V dépendant et (B) ARN Pol
Il dépendant. (A) La protéine SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1 (SHH1) reconnait les
marques H3K3me2 et avec les protéines CLASSY1 (CLSY1) et DNA BINDING TRANSCRIPTION
FACTOR 1 (DTF1), elles recrutent les deux sous-unités de I’ARN Pol IV, NRPDIla et NRPD1b qui
permettent la transcription d’ARN simple brin répliqué par I’ARN POLYMERASE ARN DEPEN-
DANTE 2 (RDR2) en ARN double brin (ARNdSs). Cet ARN double brin, aussi appelé pri-siARN (trans-
crit primaire) est ensuite clivé par I’action de protéines DICER LIKE (DCL), notamment DCL 3 et
coupé en petits ARN interférents (SiARN) de 24 nucléotides. Un brin de siARN est chargé sur les pro-
téines ARGONAUTE, AGO6 ou AGO4, recrutées elles-mémes par la protéine KOW DOMAIN-CON-
TAINING TRANSCRIPTION FACTOR (KTF1). (B) Au niveau de séquences répétées, I’ARN poly-
mérase produit des ARN en épingle a cheveux qui seront clivés par ’action de DCL3 ce qui produit des
SIARN de 24 nt. L’ARN polymérase peut également transcrire des ARN simple brin qui sont répliqués
par RDR6 puis clivés par DCL2 et DCL4 en siARN de 21/22nt ensuite chargés sur AGO6. (C) Ces
SiARN sont chargés sur les protéines AGO et forment alors un complexe protéique guidé par complé-
mentarité de séquence vers sa cible. Ce complexe, guidé par un long ARN non codant produit par I’ARN
polymérase V, se fixe dans la région génomique a réprimer. Le positionnement de I’ARN polymérase
V est régulé par les protéines SUVH9, SUVH2 et DDR qui fixe I’ADN méthyltransférase 2 (DRM2) et
entraine la méthylation des cytosines. Figure adaptée de Zhang et al. (2018)
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Une partie de la méthylation de novo de I’ADN peut également étre mise en place de maniére
indépendante de la voie RADM (Fig 1.26.B). En effet, I’ARN polymérase II est impliquée dans
la transcription de séquences répétées intergéniques a faible nombre de copies (Zheng et al.,
2009). L’ARN polymérase Il conduit a la production de siARN de deux tailles différentes.
L’ARN polymérase II produit des ARN en forme d’épingle a cheveux qui seront clivés par
I’action de la protéine DCL3, produisant alors des siARN de 24 nt. L’ ARN polymérase II peut
également produire des ARN simple brin qui vont, par I’action de RDR®6, étre répliqués en ARN
double brin. Ces ARN double brin sont clivés par les protéines DCL2, DLC4 et forment des si-
ARN de 21/22 nt. lls sont ensuite chargés sur les protéines AGO6.

Qu’elle passe par la voie RADM ou non, la méthylation de novo conduit a la production de
SiIARN. Ces siARN sont chargés sur les protéines AGO et forment alors un complexe protéique
guidé par complémentarité de séquence vers sa cible (Fig 1.26.C). Ce complexe, guidé par un
long ARN non codant produit par I’ARN polymérase V, se fixe dans la région génomique a
réprimer (Wierzbicki, 2012). Le positionnement de I’ ARN polymérase V est régulé par les pro-
téines SUVH9 (SUPPRESSOR OF VARIEGATION 3-9 HOMOLOGUE PROTEIN), SUVH2
possédant un domaine SRA (Johnson et al., 2008) et la protéine DDR (Zhong et al., 2012). Ce
complexe ainsi fixé recrute I’ADN méthyltransférase 2 (DRM2) qui méthyle les cytosines de

la région génomique ciblée (Zheng et al., 2007).

Apres la réplication de ’ADN lors de la division cellulaire, le brin d’ADN fille est dénué de
toute méthylation. L’ADN est donc hémi-méthylé et plusieurs mécanismes permettent sa me-
thylation et donc le maintien du niveau de méthylation dans la cellule. Ces mécanismes dépen-

dent du contexte de méthylation des cytosines (Fig 1.27.A).

Dans le contexte de la méthylation en CG de ’ADN, les deux protéines principales du maintien
de la méthylation sont la CYTOSINE-DNA-METHYL-TRANSFERASE (MET1) et VARIANT
IN METHYLATION 1 (VIM1). MET1 et VIM1 sont capables de reconnaitre les sites CG hémi-
méthylés lors de la réplication (Saze et al., 2003; Woo et al., 2007, 2008). Ce complexe pro-
téiqgue MET1/VIMI1 permet 1’apposition de groupement méthyle sur les brins d’ADN juste
transcrits (Kankel et al., 2003).
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Figure 1.27. : Maintenance et déméthylation de I’ADN. La maintenance de la méthylation de I’ADN
(A) dépendant du contexte nucléotidique de la méthylation. Dans le contexte CG, le maintien de la
méthylation dépend de CYTOSINE-DNA-METHYL-TRANSFERASE (MET1) et VARIANT IN
METHYLATION 1 (VIM1), reconnaissant le brin d’ADN hémi-méthylé et I’ajout d’un groupe méthyle
sur le brin non méthylé. Dans le contexte CHG, les protéines KRYPTONITE (KYP), SUPPRESSOR
OF VARIEGATION 3-9 HOMOLOGUE PROTEIN 4,5, 6 (SUHV) et les CHROMOMETHYLASES
3 et 2 (CMT2, CMT?3) reconnaissent la marque histone H3K9me?2 et I’apposition d’un groupe méthyle.
Dans le contexte CHH, deux voies de maintien de la méthylation sont possibles : une voie passant par
CMT2/KYP/SUVH et une voie passant par la voie dépendante de I’ARN (RddM) et les siARNs. La
déméthylation de I’ADN (B) se fait passivement lorsque les mécanismes de maintien de la méthylation
ne sont pas actifs ou de maniére active. Lors de la déméthylation active, les protéines REPRESSOR OF
SILENCING 1 (ROS1) ou DEMETER (DME) excisent la cytosine méthylée. Le processus de réparation
des bases excisées (BER) via I’action d’enzymes telles que DNA-APURINIC OR APYRIMIDINIC
SITE LYASE (APEIL), DNA phosphatase POLYNUCLEOTIDE 3’-PHOSPHATASE (ZDP) permet-
tent le remplacement de la base excisée par une base non méthylée. (Lindroth et al., 2001; Jackson et
al., 2002; Choi et al., 2002; Gong et al., 2002; Malagnac et al., 2002; Kankel et al., 2003; Saze et al.,
2003; Morales-Ruiz et al., 2006; Huettel et al., 2006; Agius et al., 2006; Woo et al., 2007; Zemach et
al., 2013; Zhang et al., 2018b; Liu & Lang, 2020)
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Dans le contexte CHG, deux CHROMOMETHYLASES (CMT) participent au maintien de la
méthylation : CMT3 (Lindroth et al., 2001) et dans une moindre mesure CMT2 (Stroud et al.,
2014). L’homologue de CMT3 chez le mais, CMT1, posséde deux domaines BROMO-ADJA-
CENT HOMOLOGY (BAH) et CHROMO DOMAINS lui permettant de se lier a la méthyla-
tion localisée sur les histones 3 en lysine 9 (H3K9me2) et un domaine SRA lui permettant de
reconnaitre les brins hémi-méthylés en CHG. Les protéines KRYPTONITE (KYP) et SUVH4,
SUVH5, SUVHG6 sont également capables de se fixer sur les brins hémi-méthylés et les
marques d’histones H3K9me?2 (Jackson et al., 2002; Malagnac et al., 2002). L’interaction de
ces protéines meéne non seulement a la maintenance de la méthylation CHG, mais également a

la maintenance de la marque épigénétique H3K9me2.

Dans le contexte de la méthylation en CHH, le maintien de la méthylation est région dépen-
dante. Dans les régions génomiques possedant de jeunes ou de courts transposons ainsi que des
séquences répétées (Huettel et al., 2006), le maintien de la méthylation se fait a travers la voie
RdDM et I’implication de DRM2 (Zhang et al., 2018b). CMT2, en revanche, maintient la mé-
thylation en CHH dans I’hétérochromatine contenant 1’histone H1 et qui n’est pas accessible
par la voie RADM. De la méme maniere que pour la méthylation en CHG, CMT?2 agit de concert
avec les protéines KYP, SUVH5 et SUHV6 (Zhang et al., 2018b). Le maintien de la méthyla-
tion par 1’action de CMT2 est également rendu possible par 1’action du remodeleur chromati-

nien DDM1 (Zemach et al., 2013).

L’absence des mécanismes impliqués dans la maintenance de la méthylation précédemment
décrits conduit a la déméthylation passive de I’ADN (Fig 1.27.B). A I’inverse, I’action conjointe
d’enzymes permettant la déméthylation de I’ADN conduit au phénomene de déméthylation ac-
tive (Liu & Lang, 2020). L’initiation de la déméthylation active se fait a travers I’action de
protéines des familles de déméthylases ROS1 (REPRESSOR OF SILENCING 1) ou DE-
METER (DME) (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002). Ces déméthylases possédent des activités
glycolase et lyase. L activité glycosylase retire la 5-methylcytosine du squelette nucléique tan-
dis que I’activité lyase clive ’ADN au site de I’enlévement par deux réactions d’élimination [3-
and 8- (Morales-Ruiz et al., 2006; Agius et al., 2006). Une fois la 5-méthylcytosine excisée, le
processus de réparation des bases excisées (bases excisions repair, BER) permet le remplace-
ment de la base excisée via I’action de plusieurs enzymes telles que DNA-APURINIC OR
APYRIMIDINIC SITE LYASE (APE1L), DNA phosphatase POLYNUCLEOTIDE 3'-PHOS-
PHATASE (ZDP) ainsi que I’ADN polymérase (Zhang et al., 2018b; Liu & Lang, 2020).
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Figure 1.28 : Phénotypes anormaux du mutant ddm1l présentant une réduction du niveau global
de méthylation de son génome. (A) Des fleurs normales de 1’écotype sauvage Col-0 et (B) des fleurs
présentant des sépales fins chez le mutant ddm1-2. (C) A gauche, une rosette de Col-0 et a droite, une
rosette de ddm1 présentant des feuilles enroulées. (D) exemple du phénotype « bonsai » retrouvé chez
ddml. (E) Viabilité d’individus d’Arabidopsis portant 1’all¢le sauvage DDM1/DDM1 ou I’alléle muté
ddml/ddml a I’état homozygote aprés autofécondation sur une genération (x1) et 6 générations (x6).
Images tirées de Kakutani et al., 1996; Kakutani et al., 2004.
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2.3.2. DDML, une protéine remodelant la chromatine

DDML1 code une protéine SWI2/SNF2-like (SWIltch/Sucrose Non-Fermentable) (Jeddeloh et
al., 1999) remodelant la chromatine et impliquée dans de nombreux processus de développe-
ment via le maintien de la méthylation. Un criblage de plusieurs mutants générés chez A. tha-
liana suite a I’action d’éthyl méthanesulfonate (EMS), agent mutagene, a permis 1’identification
de trois lignées présentant une réduction du niveau global de méthylation. Deux des lignées,
nommées ddm pour leur phénotype de réduction du niveau de méthylation (decrease in DNA
methylation), correspondent a deux alléles mutés différents du géne DDM1 : I’all¢éle ddm1-
1/ddm1-1 (lignée A) et I’allele ddm1-2/ddm1-2 (lignée B) (Vongs et al., 1993). La méthylation
de ces mutants ddm est impactée au niveau du contexte CG mais également du contexte CHG.
Les mutants ddm1-1/ddm1-1 et ddm1-2/ddm1-2 présentent une réduction de 85 a 70% par rap-
port a la méthylation de I’accession Col-0 sauvage et un développement anormal (Fig. I. 28. A
a D) avec notamment des sepales plus fins, un enroulement des feuilles (phénotype « bonsai »)
et un retard du temps de floraison (Kakutani et al., 1995, 2004; Kawanabe et al., 2016). De
plus, une perte de viabilité des plantes homozygotes ddm1-2 a été observée lors de leur autofé-
condation sur six générations, suggérant un effet délétere de la mutation ddml sur plusieurs
générations (Kakutani et al., 1996) (Fig. I. 28. E). DDM1 participe au maintien sous silence de
certains transposons (Encadré 1.2) dont les éléments transposables de type TIR-MULE ou
CACTAL de classe Il (Singer et al., 2001; Kato et al., 2004).

2.3.3. Méthylome chez A. thaliana et autres Brassicaceae et effet de la mé-

thylation sur la transcription

Le niveau de méthylation des 5 chromosomes d’A. thaliana a été établi dans différents écotypes
(Zhang et al., 2006b; Cokus et al., 2008). Le niveau de methylation est treés éleve au niveau des
péricentromeres, des séquences répétées et des régions produisant des petits ARN interférents
(siARN) (Zhang et al., 2006b; Cokus et al., 2008) (Fig 1.29.A et B). Au niveau des séquences
codantes, les régions transcrites sont méthylées a hauteur de 30% pour le contexte CG, et a
moins de 10% pour les contextes CHH et CHG. Au niveau des pseudogenes et des transposons,
les régions comprises entre le site d’initiation de la transcription (TSS) et le site de terminaison
de la transcription (TTS) sont méthylées a plus de 60% de méthylation en CG, 10% de méthy-
lation en CHH et environ 30% de méthylation en CHG. Enfin, au niveau des séquences répétées

inversées ou en tandem, le niveau de méthylation est élevé dans les trois contextes.
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Encadré 1.2. : Classification des éléments transposables chez les plantes.

Classe |: Copier/Coller Class II: Couper/Coller
ERV et LTR rétrotransposons Non-LTR rétrotransposons Transposon ADN
r— . —
ADN Donneur | | - — .
Transcription Transcription
v
mRNA mRNA .
AANANNANY Excision
Réverse
transcription
v Réverse M
_ dsADN transcription par _
ciblage de IADN
Intégration Intégration
v A 4
soncble — HIEH — — - - —
ERV L1 Tcl/mariner
Gypsy Alu CACTA
Copia MULE

Les éléments transposables de classe | sont également appelés rétrotransposons. Ces éléments transpo-
sent en suivant le principe d’un mécanisme « copier/coller » durant lequel I’ARN polymérase transcrit
I’élément en ARN simple brin qui est ensuite rétrotranscrit en ADN et intégré dans la région génomique
cible, pour les rétrotransposons LTR (long terminal repeat) tels que Gypsy ou Copia). Les rétrotranspo-
sons non-LTR, comme les LINE (long interspersed elements) ou les SINE (short interspersed elements)
sont rétrotranscrits directement au niveau de la région génomique ciblée. Les éléments transposables de
classe 11, tels que CACTA ou MULE, sont des transposons ADN et reposent sur un mécanisme de « cou-
per/coller » durant lequel ils sont excisés de leur localisation pour réintégrer une autre région génomique.
Chaque classe regroupe des ¢léments transposables autonomes, c¢’est-a-dire codant toutes les enzymes
nécessaires a leur transposition ou non-autonomes, qui utilisent la machinerie de transcription d’autres
éléments. Encadré adapté de Lisch, 2013; Lanciano and Cristofari, 2020; Pedro et al., 2021.
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Chez A. thaliana, des motifs nucléotidiques sont associés a la méthylation dans chaque contexte
(Cokus et al., 2008). Dans le contexte CG, le motif CCCG est associé a une plus forte méthy-
lation que le motif ACGT. Dans le contexte CHG, le motif CCG est associé a une plus faible
méthylation que CXG (ou X est A, T ou C) et dans le contexte CHH, le motif CTA semble étre
le plus favorable a la méthylation que le motif CCC (Fig.1.29.C). Par ailleurs dans le cadre du
projet « 1001 genomes » d’A. thaliana, le méthylome des feuilles de 998 accessions cultivées
a plusieurs tempeératures (10, 16 et 23°C) a été caractérise (Kawakatsu et al., 2016a). Cette
analyse globale a permis de mettre en évidence une corrélation entre le niveau moyen de mé-
thylation des geénes et la localisation géographique des accessions (Fig.1.30. A) et que plus de
25% des geénes présentaient soit une méthylation type CH (gene body methylation, gbm) soit
une méthylation de type CHG et CHH, comme la méthylation retrouvée au niveau des éléments
transposables (Fig.1.30. B). Finalement, cette étude a également permis de mettre en évidence
une variation épi-allélique de certains genes (environ 7 000 genes) entre les accessions présen-

tant donc soit un épiallele de type CG ou soit un de type CHG/CHH.

De maniére similaire a A. thaliana, le génome du génotype Darmor-bzh de B. napus présente
une méthylation importante de I’ADN au niveau des séquences répétées (Rousseau-Gueutin et
al., 2020). De plus en plus d’études rapportent du role de la méthylation de I’ADN chez les
Brassica dans les processus de dominance subgénomique (Parkin et al., 2014; Bird et al., 2021;
Hu et al., 2023) ou lors de I’application de contraintes abiotiques, par exemple dans la tolérance
a une élévation de la température chez B. rapa (Liu et al., 2018) ou la tolérance au froid de
B.napus (Zheng et al., 2022).

L’effet de la méthylation de I’ADN sur la transcription des genes est dépendant de sa localisa-
tion. En effet, la méthylation des régions promotrices des génes et des éléments transposables
est majoritairement associée a une répression de ’expression (Xu et al., 2019). Le réle de la
méthylation CG localisée au niveau du corps des genes reste plus complexe mais de plus en
plus de travaux rapportent une corrélation de la méthylation du corps des génes avec une ex-

pression des genes (Bewick & Schmitz, 2017; Muyle et al., 2022)
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Figure 1. 29. : Caractérisation de la méthylation du génome d’A. thaliana : A) Répartition de la
méthylation de I’ADN sur les 5 chromosomes d’A. thaliana, B) Répartition des séquences répétées sur
les 5 chromosomes d’A. thaliana et C) Contextes nucléotidiques préférentiellement méthylés (haut) ou
non méthylés (bas) identifiés chez A. thaliana sur la totalité du génome. Figure adaptée de Cokus et al.

(2008).
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2.3.4. Implication de la méthylation dans le développement et les réponses

des plantes aux stress biotiques et abiotiques

Le role de la méthylation dans le contrdle de I’expression génique au niveau transcriptionnel et
de la stabilité du génome via la répression de I’expression des éléments transposables, lui con-
fere une position essentielle dans le contrdle de différents processus physiologiques tels que le

développement ou la réponse des plantes aux stress biotiques ou abiotiques.
La méthylation dans le développement des plantes

La création d’un quintuple mutant mddcc altéré au niveau des genes codant les ADN méthyl-
transférases (MET1, DRM1, DRM2, CMT3 et CMT2), et ne présentant plus de méthylation des
cytosines, a permis 1’évaluation du role de la méthylation dans le développement d’A. thaliana
(He et al., 2022). Le quintuple mutant mddcc présente un retard de croissance important avec
une taille nettement plus réduite (environ 86 %) que les plantes sauvages et ne présente pas de
transition florale. La méthylation de I’ADN est impliquée durant certains processus développe-
mentaux et notamment lors du développement embryonnaire chez Arabidopsis (Ibarra et al.,
2012; Ingouff et al., 2017; Bouyer et al., 2017) ou durant la formation des gamétes (Calarco et
al., 2012). Bartels et al. (2018), dans leur revue, montrent que le niveau de méthylation dans
les trois contextes nucléotidiques CG, CHG et CHH dépend des tissus végétaux et des espéces,
pouvant ainsi supposer un role de la méthylation de I’ADN spécifique au tissus au sein d’une

espéce (He et al., 2022).

La méthylation joue aussi un réle dans les processus de division cellulaire au niveau des racines
et des parties aériennes (Bartels et al., 2018; Chen et al., 2018). Bien que moins d’études ont
été réalisées a ce niveau, chez Arabidopsis le gene DDM1 est exprimé a I’extrémité de la racine
et dans le méristeme apical des parties aériennes (SAM), cette expression étant notamment dé-
pendante de I’accumulation des SA (Bennett et al., 2021). D’autres génes impliqués dans les
processus de méthylation sont exprimés dans les racines, comme la chromométhylase 3 (CMT3)
dont I’expression est augmentée lors de 1’application d’auxine (Bennett et al., 2021). Plusieurs
genes impliqués dans les processus de methylation sont exprimés au niveau du SAM, dont
DDM1, CMT3 et DRM3, I’expression de certains étant modulé par les hormones. DRM3, par
exemple, est exprimé plus fortement lors de 1’application de cytokinines (Bennett et al., 2021).
La méthylation de I’ADN est aussi impliquée dans la coordination du cycle cellulaire (Shim et
al., 2022).
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Figure 1.30. : Caractérisation du niveau de méthylation d’accessions naturelles d’A. thaliana is-
sues de différents climats et régions géographiques. A) Localisation géographique et température
moyenne des accessions naturelles d’A. thaliana évaluées : certaines accessions présentent en moyenne
une hypométhylation des génes (rond bleu) et d’autres présentent en moyenne une hyperméthylation
des genes (rond rouge). B) Caractérisation des contextes de méthylation au niveau d’un geéne : le corps
des genes est méthylé dans le contexte CG. Une méthylation type des transposons signifie une méthy-
lation du corps du géne enrichie dans les contextes CHG et CHH. Figure de Kawakatsu et al. (2016).
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La méthylation dans la réponse des plantes aux stress abiotiques

L’exposition des plantes a des stress abiotiques peut conduire a des modifications du niveau de
méthylation de ’ADN. En effet, I’application d’une température de 32°C pendant 6h sur des
cultures de microspores de B. napus entraine une variation du niveau de méthylation de 96
régions génomiques (DMR) (Li et al.,2016a), dont certaines sont impliquées dans le contréle
du statut redox des cellules. Lors d’un stress thermique (37°C pendant 2h), le taux de méthyla-
tion global du génome est plus faible chez le génotype tolérant a la température que chez le
génotype sensible, suggérant un role de I’hypométhylation dans la tolérance des plantes au
stress thermique (Gao et al., 2014). Chez le malis, Qian et al. (2019) ont identifié 325 DMR lors
d’une exposition a une température de 42°C pendant 8h. Chez le sésame (Sesamum indicum),
la sécheresse induit une augmentation massive du taux de méthylation global tandis qu’un exceés
hydrique entraine sa diminution (Komivi et al., 2018). Chez A. thaliana, I’application d’un
stress salin conduit a une hypométhylation globale du génome des plantules soumises a cette
contrainte (Arikan et al., 2018).

Cette modulation du niveau de méthylation global lors de I’application de stress abiotiques peut
notamment s’expliquer par I’impact direct des facteurs abiotiques sur les voies de la méthyla-
tion de novo, du maintien de la méthylation ou des processus de déméthylation. Le mutant cmt2
d’Arabidopsis, altéré dans la méthylation de novo est ainsi plus tolérant a une température su-
périeure a 37°C que les individus sauvages (Shen et al., 2014). L’ application d’un stress ther-
mique de 38°C pendant 24h conduit, chez A. thaliana, a I’induction des génes impliqués dans
la méthylation tels que NRPD1 et NRPEL, les deux sous-unités de I’ARN Pol IV, les méthyl-
transférases MET1, CMT3 et DRM2 ainsi que de la déméthylase ROS1 (Naydenov et al., 2015).
Lors de la combinaison d’un déficit hydrique et d’un stress thermique (40°C) chez le blé (Tri-
ticum aestivum), Gahlaut et al. (2020) rapportent 1’induction de CMT2, DRM10 et DNMT2.
Une sécheresse appliquée seule entraine également I’expression de CMT2 et DRM2 chez I’au-
bergine (Solanum melongena) (Moglia et al., 2019). Les genes codant les sous-unités de I’ARN
polymérase IV sont également induits lors de 1’application d’un stress salin chez A. thaliana
(Arikan et al., 2018). En revanche, la combinaison d’un stress thermique (50°C) et d’un stress
salin chez B. napus entraine une répression des chromométhylases et la surexpression de
DNMT?2 (Fan et al., 2020).
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Les stress abiotiques peuvent également avoir un effet sur le niveau de méthylation de génes
impliqués dans les mécanismes de tolérance aux stress environnementaux. Chez le pois, une
température de 4°C conduit en plus d’une modulation du niveau de méthylation globale a une
méthylation des génes spécifiques : I’hyperméthylation d’une E3 ubiquiting protein ligase pour-
rait, par exemple, conduire au maintien de 1’intégrité de facteur de transcription de type DREB
et participer a la réponse a un stress froid (Rakei et al., 2016). Chez le pommier, un déficit
hydrique entraine une modulation du niveau de méthylation de nombreux facteurs de transcrip-
tion tels que AP/EREBP, WRKY ou NAC (Xu et al., 2018). Un déficit hydrique entraine chez le
riz une déméthylation du promoteur du gene ZFP96 et une hyperméthylation des genes ZFP36
et ZFP35 en aval du géne ou au niveau du promoteur, respectivement (Ahmad et al., 2019). La
méthylation d’autres genes, codant des cytochromes P50 (CYP), jouerait également dans la

réponse du riz a un stress hydrique (Waseem et al., 2021).
La méthylation dans la réponse des plantes stress biotiques

Les contraintes biotiques conduisent également a une modification du méthylome chez les
plantes. Une baisse de la méthylation globale a été observée lors de I’infection du peuplier par
Lonsdalea populi (Xiao et al., 2021), avec notamment une hypométhylation plus importante
chez le génotype résistant que chez le génotype sensible. Chez le riz une hypométhylation du
génome par un traitement chimique (5-azadeoxycytidine) entraine une plus grande résistance a
Xanthomonas oryzae (Akimoto et al., 2007). L’infection d’A. thaliana par H. schachtii conduit
par exemple a une déméthylation des génes codant des protéines et des éléments transposables
(Hewezi et al., 2017).

Les voies de la méthylation de novo, de maintien de la méthylation et de déméthylation sont
¢galement impactées lors de I’application de stress biotiques. Chez A. thaliana, 1’évaluation de
plusieurs mutants altérés dans la méthylation de novo ou le maintien de la méthylation (nrpel,
ago4, drdl, rdr2, et drm1ldrm2) ont montré une plus grande sensibilité a I’infection par Botrytis
cinerea et Plectosphaerella cucumering (Lopez et al., 2011). Les mutants altérés dans leur ni-
veau de méthylation (metl-3, ddc, drm1-2, drm2-2, cmt3-11 et ddm1) chez A. thaliana sont plus
résistants a I’infection par P. syringae (Dowen et al., 2012; Lee et al., 2023). L’infection du
peuplier par L. populi entraine une modulation de 1’expression d’enzymes impliquées dans la

méthylation (Xiao et al., 2021).
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Figure 1. 31. : Les différents types d’épiallele. A) Les épialleles obligatoires sont les épialléles uni-
quement liés a une variation nucléotidique. B) Les épialleles facilités sont liés a la présence d’une va-
riation nucléotidique ainsi qu’a la présence d’un facteur aléatoire et C) les épialléles purs sont seulement
dus a des événements aléatoires. Achrem et al. (2023)
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Chez la vigne, I’infection par Plasmopara viticola entraine une répression des DNMT et CMT
et conduit & une hypométhylation globale lors d’une interaction incompatible. A contrario, I’in-
teraction compatible est associée a une augmentation du niveau de methylation global (Pereira
et al., 2022). Un traitement avec 1’¢liciteur flg22 conduit a 1’inhibition de la voie RADM et a la

restriction de la multiplication de P. syringae (Yu et al., 2013).

Chez A. thaliana, les mutants altérés dans 1’expression de I’ARN polymérase V accumulent
plus de SA suite a I’infection par P. syringae et présentent une meilleure résistance par rapport
au génotype sauvage (LOpez et al., 2011). Halter et al. (2021) ont également montré que la
flagelline (flg22) induisait 1’expression de ROS1 qui déméthylait la région promotrice de fac-
teurs de transcription type WRKY, impliqués dans I’immunité des plantes. L’infection du peu-
plier par L. populi entraine également la surexpression des génes PR notamment impliqués dans
la production et I’accumulation de SA (Xiao et al., 2021).

Une déméthylation globale du génome ne garantit cependant pas une réponse de résistance de
la part de la plante. Dans I’interaction A. thaliana avec Agrobacterium tumefaciens, une hypo-
méthylation des oncogénes favorise le développement des galles et une hyperméthylation glo-

bale du génome permet une meilleure résistance de la plante a I’infection (Gohlke et al., 2013).

2.3.5. Stabilité de la méthylation : épigénétique transgénérationnelle

Une partie de la méthylation est considérée comme stable et transmise d’une génération a
I’autre, faisant ainsi partie de 1’épigénétique dite héréditaire, on parle dans ce cas d’épimuta-
tions et d’épialléles. Il existe plusieurs types d’épialléles héritables caractérisés par Richards

(2011) qui dépendent du contexte nucléotidique de 1’épimutation. Les épialleles obligatoires,

tout d’abord, sont des épimutations strictement liées a des variations de séquence. Un épiallele
obligatoire peut ainsi étre di a la présence d’un transposon. La méthylation de I’ADN destiné
a réprimer I’activité de ce transposon se propage le long de I’ADN par le phénomene de « sprea-
ding » (Ahmed et al., 2011; Quadrana et al., 2016). Une seconde catégorie comporte les épial-
leles facilités qui peuvent étre dus a la présence d’une variation de séquence mais se produisent
de maniére probabiliste et ne sont donc pas systématiques. La troisiéme classe d’épimutations
regroupe les épimutations appelées épialléles purs, qui ne sont pas dus a des variations géneé-
tiques mais seulement a des événements aléatoires tels que des erreurs dans les mécanismes de
maintien de méthylation de ’ADN (Richards, 2011; Achrem et al., 2023) (Fig. 1.31.).
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Figure I. 32. : Epimutations naturelles identifiées chez plusieurs espéces végétales et impact sur le
phénotype. A) a, spécimen original du mutant peloric collecté par Linneaus ; b, inflorescence d’un
mutant peloric vivant et c, vue de face de la fleur sauvage de Linaria comparée a la fleur du mutant
peloric (Cubas et al., 1999). B) Phénotypes de fleur male monoique, fleur femelle gynoique et fleur
gynoique partiellement inversée. Ov,ovaire; st, étamine chez le melon (Martin et al., 2009). C) Mor-
phologie globale du mutant dwarf (Centre) et vue agrandie de sa panicule et de ses graines naines dans
les talles nains (& gauche) et panicule et graines normales dans des talles normaux (a droite). La pointes
des fléches indiquent les talles (pousses de branches végétatives), les astérisques indiquent les panicules
(inflorescences) et les points blancs indiquent les grains (Miura et al., 2009). D) Phénotype d’individus
sauvage et mutant cnr/cnr du cultivar Liberto de tomate a I’étape de maturité (Wang et al., 2020). E)
Phénotype d’un fruit normal et d’un fruit « mantled » du palmier a huile. Le fruit est montré en complet
a gauche, en coupe longitudinale au milieu et en coupe transversale a droite. Les fleches noires indiquent
la présence de pseudo-carpelles chez les fruits mantled. Les fleches blanches indiquent les noyaux (Ong-
Abdullah et al., 2015).
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La fréquence d’apparition des épimutations naturelles chez A. thaliana a été estimee grace a la
création et 1’utilisation de lignées accumulatrices de mutations (MA lines) (Shaw et al., 2000;
Schmitz et al., 2011). L’utilisation de ces lignées a permis d’estimer que, dans un contexte de
méthylation en CG, il y a 2,56 10 nouvelles méthylations par génération tandis que la perte de
méthylation était estimée a 6,30 10 par génération (Schmitz et al., 2011; van der Graaf et al.,
2015). Ces taux d’épimutations sont 10° fois plus élevés que le taux de mutation génétique
rapporté par Weng et al.(2019) (6,95 10°). Cependant, jusqu’a présent, aucune modification de
phénotype n’a été décrite suite au changement du niveau de méthylation d’une cytosine seule
et il convient donc de s’intéresser plutdt a ’identification de régions différenticllement méthy-
Iées, appelées DMR, dont le taux d’apparition est du méme ordre de grandeur que le taux de
mutation génétique (Becker et al., 2011).

2.3.5.1. Identification d’épialleles

Plusieurs épialléles purs ont été identifiés chez les plantes. L’une des premicres épimutations
décrite est le mutant peloric ou Peloria de Linaria vulgaris. Ce mutant a été découvert en 1742
par un botaniste d’Uppsala sur une ile prés de Stockholm (Gustafsson, 1979). Le nom de ce
mutant, peloria, signifie « monstre » en latin et a été donné par le botaniste Linnaeus quelques
annees plus tard, en 1744. Ce mutant présente une fleur a symétrie radiale avec 5 pétales. Luo
et al. (1996) ont démontré que la différence phénotypique observée chez peloria était notam-
ment due a une variation au niveau du géne CYCLOEIDEA. Plus tard, Cubas et al. (1999) ont
mis en évidence que la variation au niveau du géne CYCLOIDEA a I’origine du phénotype
peloria est une épimutation naturelle : le phénotype mutant peloria est observé lorsque la région
codante de ce gene est hyperméthylée, dans les trois contextes, CG, CHH et CHG (Ehrenhofer-
Murray, 2021) (Fig. I. 32.A), entrainant 1’expression réduite du géne CYCLOIDEA. Le main-
tien sur plusieurs décennies, voire siécles de 1’épiallele hyperméthylé serait majoritairement dit

a I’action des chromométhylases CMT3 et CMT2.

D’autres épimutations, ont été identifiées et associées a des modifications de la séquence nu-
cléotidique. Ainsi, I’insertion d’un transposon dans la région promotrice du locus gynoecious
(9) entraine I’hyperméthylation du géne CmWIP1 chez le melon et la formation de fleurs méles
(Martin et al., 2009) (Fig. 1. 32.B). Chez le riz, la présence de séquences répétées en amont du

gene DWARF1 entraine la méthylation de ce gene et sa répression.
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Figure 1.33. : Phénotype de la plante homozygote pour I’all¢le sauvage MET1 (+/+) et de la plante
homozygote pour I’alléle mutant metl (-/-). La plante homozygote pour 1’allele muté metl présente
un retard de floraison. Barre d'échelle = 2 cm.(Saze et al., 2003)
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Figure 1. 34. : Construction de la population epiRIL issue du croisement entre Col-0 sauvage et
Col-0 muté dans le gene MET1 (met1-3). Les segments de chromosomes hérités de chacun des deux
parents sont indiqués en gris pour le type sauvage (WT, MM) et en blanc pour le type muté metl-3
(met1-3, mm). Huit générations d’autofécondation (vertical) ont été réalisées (F2 a F8). Les niveaux
d’épi-homozygotie/épi-hétérozygotie au sein de la population ont été évalués a chaque génération et
sont présentés a droite. Schéma de (Reinders et al., 2009)
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Les plantes dwarf et les graines qu’elles produisent sont ainsi plus petites que celles du génotype
sauvage de riz (Miura et al., 2009) (Fig. I. 32.C). Quadrana et al. (2014) ont également démon-
tré que 1’état de méthylation du transposon SINE chez la tomate, localisé dans la région promo-
trice du géne VTE3(1) (Vitamin E 3) conduisait a la modulation de la quantité de la vitamine E
via la synth¢se des formes y et o du tocophérol. Chez le cultivar de tomate Liberto (a chair
rouge), le mutant Colorless non-ripening (cnr) est caractérisé phénotypiquement par un retard
de maturation du fruit et une couleur orangée de sa chair (Manning et al., 2006). Ce phénotype
est dii @ I’hyperméthylation d’une région de 300 paires de bases 2kbp en amont du locus CNR
et qui pourrait étre un élément transposable du type COPIA (Fig. 1. 32.D). Le phénotype anor-
mal du fruit chez le palmier & huile appelé « Mantled » est causé par un épiallele du a la présence
du rétrotransposon karma au niveau d’un intron du géne DEFICIENS : la forme hyperméthylée
de cet épialléle (The Good Karma epiallele) conduit a la formation de fruit normaux tandis que
la forme hypométhylée de cet épialléle (the Bad Karma epiallele) méne a une version altérée
du fruit (Ong-Abdullah et al., 2015) (Fig. I. 32.E).

2.3.5.2. Identification d’épimutations induites impliquées dans la variabilité

phénotypique

L’étude du role des épimutations dans la variabilité phénotypique, qui s’avere étre complexe au
vu de la difficulté de distinguer I’effet des épimutations de celui des variations génétiques, a été
rendue possible par la création de populations en ségrégation au niveau épigénétique (c’est-a-
dire des lignées génétiqguement similaires mais présentant des épigénomes variés). Chez A. tha-
liana, deux populations épigénétiquement recombinantes (epiRIL) ont ainsi été créées via 1’ uti-
lisation de deux mutants présentant une réduction globale de leur niveau de méthylation : metl-
3 et ddm1-2. Le mutant homozygote met1-3, qui présente une réduction du niveau de méthyla-
tion global, présente des retards de croissance et de floraison comparés a la plante présentant la
version sauvage du gene MET1 a I’état homozygote (Saze et al., 2003) (Fig. 1.33.). Le croise-
ment du mutant met1-3 avec 1’écotype sauvage Col-0 a conduit a la production de 96 individus
F2 (Reinders et al., 2009) (Fig. 1.34.). Puisque la viabilité des individus mutés pour met1-3 est
trés basse, seuls les individus possédant I’all¢le sauvage de MET1 a I’état homozygote ont été
7éme

autofécondés jusqu’a la génération. Du fait d’une perte de fitness au cours des générations

chez les epiRIL ainsi créées, seules 68 des 96 lignées ont pu étre amenées & la 8°™ génération.
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Figure 1.35. : Construction de la population issue du croisement entre le mutant ddm1-2 et I’éco-
type sauvage Col-0. Les barres grises représentent le génome d'A. thaliana et les triangles représentent
la méthylation de I'ADN. Les deux parents sont quasi isogéniques, sauf au locus DDM1 (carrés noirs et
blancs) situé sur le chromosome 5. lls difféerent cependant par leurs niveaux de méthylation de I'ADN.
Un individu F1 a été rétrocroisé avec la lignée parentale Col-wt et 509 individus DDM1/DDM1 BC1

ont été autofécondés sur 8 générations, donnant une population de 505 lignées isogéniques mais présen-
tant différents niveaux de méthylation. (Johannes et al., 2009)
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Si le temps de floraison ne présente pas une distribution continue dans cette population epiRIL,
d’autres phénotypes tels que la résistance a P. synrigae ou la biomasse de plante fraiche pré-
sentent une distribution continue. Cependant, I’hypométhylation de certains loci entraine une
instabilité d’éléments génétiques et notamment la transposition d’éléments CACTA (Reinders
et al., 2009). Cette population dérivée du mutant metl n’a pas été utilisée par la suite a cause

du nombre restreint de lignées disponibles (68 lignées).

Une seconde population d’epiRIL a été créée la méme année a partir du mutant ddm1-2 (Jo-
hannes et al., 2009) (Fig. 1.35.). Le mutant ddm1-2, décrit précédemment (paragraphe 2.3.2),
a été croisé avec 1’accession sauvage Col-0. Les individus F1, hétérozygotes DDM1/ddm1-2
ont été rétrocroisés avec 1’individu sauvage DDM1/DDM1 afin de restaurer 1’all¢le sauvage et
d’assurer la viabilité des générations suivantes. Dans la génération BC1F2 issue de ce rétro-
croisement, seuls les individus possédant I’alléle sauvage DDM1 a 1’état homozygote ont été
conservés et autofécondés jusqu’a 1’obtention de 505 lignées épigénétiquement recombinantes
en F10. Les lignées produites possedent une séquence génétique quasiment identique mais des
épigénomes variés, issus de la combinaison de I’épigénome des deux parents. L héritabilité des
caracteres temps de floraison et taille des plantes a été estimée dans cette population a 0.26 et
0.36 respectivement, qui s’est révélée plus forte que 1’héritabilité observée sur des panels d’éco-
types naturels (H2<0.007 sur 144 lignées naturelles) (Johannes et al., 2009). L’étude du méthy-
lome d’un sous-ensemble de 123 des 505 lignées a été réalisée par MeDIP-chip (immunopréci-
pitation ciblant les cytosines méthylées) et a permis 1’identification de régions différentielle-
ment méthylées (DMR) stables (Colome-Tatche et al., 2012) (Fig. 1.36. A et B). Sur un total
de 2611 DMR, 126 présentaient un niveau de méthylation stable a travers plusieurs généra-
tions. L acquisition de ces DMR a été réalisée sur des feuilles de plantules de trois semaines
mises en culture en jours longs (Cortijo et al., 2014b). Le choix des 123 lignées est biaisé puis
qu’il a été basé sur un phénotype contrasté au niveau du développement racinaire (Cortijo et

al., 2014a).

Cette population epiRIL a été utilisée dans plusieurs études d’analyse de liaison dans 1’optique
d’identifier des facteurs épigénétiques impliqués dans le contrdle de différents traits complexes.
Le temps de floraison et la taille des plantes présentent une distribution continue dans cette
population suggérant un contréle poly-épigénétique de ces traits (Fig. 1. 37.A) (Johannes et al.,
2009). Des QTL®' contrdlant le temps de floraison et le développement des racines latérales
ont été identifiés (Fig. I. 37.B et C) (Cortijo et al., 2014) ainsi que des QTL®" impliqués dans
la réponse de la population a un stress salin (Kooke et al., 2015) (Fig. I. 37.D).
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Figure 1.36. : Distribution des épimarqueurs chez les 123 lignées de la population epiRIL et les
génotypes parentaux. A) Distribution le long du génome des 2 611 régions différentiellement méthy-
Iées chez les parents (barre blanche et échelle en bas de la figure, représentation des distances physiques)
et des 126 DMR (épimarqueurs) utilisés pour la construction de la carte épigénétique (barre violette,
représentation des distances génétiques) pour les 5 chromosomes d’A. thaliana. B) Représentation de
1épihaplotype de chaque lignée (axe des Y) pour chaque épimarqueur (axe des X). En rouge : 1’épialléle
ddm1-2. En vert : I’épialléle Col-WT. Les extrémités des chromosomes, non couvertes sur la carte épi-
génétique par des marqueurs sont en gris. Figure adaptée de Colomé-Taché et al., 2012.
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L’étude de Kooke et al. (2015) a par ailleurs montré que certains facteurs épigénétiques con-
trélent la plasticité phénotypique des caractéres morphologiques entre une condition de culture
standard et un stress salin. Le contenu en glucosinolates (Aller et al., 2018) (Fig. 1.37.E et F),
ainsi que la réponse d’Arabidopsis a I’infection par Hyaloperonospora arabidopsidis (Furci et
al., 2019) (Fig. 1.37.G) et par P. brassicae (Liégard et al., 2019a) sont également contrdlés par
des épimutations. Une syntheése des QTL épigénétiques (QTL®") identifiés dans cette popula-
tion est présentée dans le tableau 1.2.

L’implication d’épimutations dans le contréle de traits complexes a également été rapportée
chez des espéces d’intérét agronomique (Long et al., 2011; Lu et al., 2020). Sur une population
de 202 lignées d’haploides doublés de B. napus (Qiu et al., 2006), Long et al. (2011) ont iden-
tifié 627 DMR dont 86% étaient stables entre les parents a deux stades de développement.
Quatre-vingt-dix-sept marqueurs ont été montrés comme stables aprés cing méioses et ont été
utilisés pour générer une carte épigénétique sur cette population. L’utilisation de cartes géné-
tique et épigénétique a permis I’identification de 125 QTL épigénétiques (QTL®') et 148 QTL
d’origine génétique, controlant des traits d’intérét tels que le rendement, la croissance de la
plante ou le temps de floraison (Long et al., 2011). Chez le peuplier, une carte épigénétique a
¢été réalisée sur une population d’analyse de liaison et a conduit a I’identification de 2818 DMR
réparties sur 19 groupes de liaisons. Lu et al. (2020) ont ainsi détecté 163 QTL®" impliquant
1043 DMR et expliquant de 1.7 a 44.5% de la variabilité de traits phénotypiques liés a la crois-
sance et a la propriété du bois. Ces 2 études mettent en évidence le role d’épimutations dans le

contrdle de traits complexes chez des especes d’intérét agronomique et économique.

2.4. Les microARN

Les microARN (miARN) sont des petits ARN non codants mesurant entre 20 et 22 nt. Les
genes MIR, organisés pour la plupart en clusters sur le génome, codent les miARN. Les premiers
miARN identifiés sont les miARN lin-4 et let-7 chez le nématode Caenorhabditis elegans, no-
tamment impliqués dans le controle des divisions cellulaires et du devenir des cellules au cours
du développement post-embryonnaire (Pasquinelli & Ruvkun, 2002; Bratch et al., 2004). Ac-
tuellement, environ 2600 miRNA ont été identifiés chez I’humain (Plotnikova et al., 2019),
environ 200 chez les virus (Skalsky & Cullen, 2010) et d’une a plusieurs centaines chez les

plantes en fonction des genres et des espéces (Wang et al., 2019).
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Figure 1.37. : Caractérisation phénotypique de la population epiRIL et identification de QTL®
impliqués dans le controle de traits complexes. A) Distribution continue des variables temps de flo-
raison (jours) et taille des plantes (cm) mesurées sur la population epiRIL dérivée du croisement entre
Col-0 et le mutant ddm1-2. La population epiRIL a été utilisée pour la cartographie épigénétique de
plusieurs traits complexes tels que B) le temps de floraison (FT1, mesuré en serre et FT2, mesuré en
champ, et leur moyenne), C) la longueur de la racine primaire (LR 1 et LR2 mesurés en chambre de
culture, et leur moyenne), D) la surface des feuilles 20 jours aprés semis (LA20) et la croissance relative
des plantes (RGR) en conditions contrdle (noir) et de stress salin (rouge), (E) I’accumulation de gluco-
sinolates en (3MTP) et (F) (4MSB) sur deux expérimentations (gris clair et gris foncé) et leur moyenne
(noire) et (G) I’indice de résistance (RI, bleu) d’A. thaliana a I’infection par Hyaloperonospora arabi-
dopsidis et la surface des feuilles de plante de 3 semaines juste avant ’inoculation (vert). (Johannes et
al., 2009; Cortijo et al., 2014a; Kooke et al., 2015; Aller et al., 2018; Furci et al., 2019)
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2.5. Etapes de productions des miARN

Transcription des miARN

Chez I’'Homme, 61% des génes MIR sont localisés dans les introns de séquences codantes, 18%
sont localisés dans les introns de séquences non codantes et 20% dans les exons d’unités non
transcrites (reviewed in Kim and Nam, 2006). La localisation de génes MIR dans les exons de
génes codant des protéines, plutdt rare chez les plantes, serait probablement liée a une régulation
fine de I’expression de leur cible (Li et al., 2011; reviewed in Budak and Akpinar, 2015). Que
ce soit chez les plantes ou les mammiferes, des éléments spéecifiques de leur transcription par
I’ARN polymérase II ont été identifiés dans les promoteurs des miARN, tels que le domaine
TATA-box, les domaines de fixation de facteurs de transcription tels que AtMYC2, ARF,
SORLREPS3 et LFY ou bien méme des domaines d’initiation de la transcription (Transcription
Start Site ; TSS) (Smale & Kadonaga, 2003; Megraw et al., 2006). L’utilisation de 1’a-Amani-
tin, inhibiteur de 1’action de I’ARN Polymérase II, a permis de mettre en évidence le role de
cette ARN polymérase dans la transcription des génes MIR (Bratch et al., 2004; Lee et al.,
2004). L’ARN polymérase II transcrit donc les génes MIR en miARN primaires (pri-miARN)
d’environ 100 nt qui prennent une structure particuliere d’épingle a cheveux formant ainsi une
structure d’ARN double brin (Bratch et al., 2004) (Fig. 1.38.1.). Les pri-miARN possédent une
coiffe en 5’ et une queue poly-A en 3’, comme les autres mARN transcrits par I’ARN polymé-

rase Il (Xie et al., 2005).
Maturation des miARN

La majorité des pri-miARN transcrits par I’ ARN polymérase II a partir des génes MIR nécessi-
tent deux étapes de maturation (Fig. 1.38.2.). La premiére permet la maturation du pri-miARN
en pre-miARN et la seconde du pre-miARN en miARN mature (Kurihara & Watanabe, 2004).
La maturation des pri-miARN est réalisée par un complexe composé de trois protéines : la pro-
téine HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) (Han et al., 2004), qui participe notamment a la pro-
tection de I’ARN contre les exosomes du noyau (Gao et al., 2020), la protéine a doigts de zinc
SERRATE (SE) (Yang et al., 2006) et la RNase I11-like Dicer-Like 1 (DCL1) chez les plantes
(Kurihara & Watanabe, 2004) (Drosha chez les animaux) (Lee et al., 2003).
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Tableau 1.2.: QTL® identifiés
dans la population epiRIL ddm1-
2 x Col-0 de Johannes et al.
(2009). Ce tableau synthétise les
résultats obtenus par Cortijo et al.,
2014; Kooke et al., 2015; Aller et
al., 2018; Furci et al., 2019 et Lié-
gard et al., 2019.

L’objectif de chaque étude est
donné, ainsi que les potentielles
contraintes appliquées sur la popu-
lation epiRIL et les traits phénoty-
piques évalués.

Le chromosome ou est localisé
chaque QTL® est indiqué ainsi que
les marqueurs épigénétiques les
plus proches du pic de chaque
QTL® (MM). Lorsque les données
étaient disponibles, les conditions
environnementales dans lesquelles
ont été identifiés les QTL® ont été
précisées.

Auteur

Objectif de I'étude

Contrainte

Traits

Chromosome

Marqueur
Moléculaire
(MM)

Condition
Environnementales

Cortijo etal., 2014

Implication des
facteurs
épigénétiques
dans le contréle
du développement
racinaire et du
temps de floraison

NA

Temps de
floraison en serre

MM114

MM686

MM825

Temps de
floraison au
champ

MM114

MM686

MM825

Longueur de la
racine primaire 1

MM91

MM240

MM964

Longueur dela
racine primaire 2

MM91

MM240

MM694

Kooke et al ., 2015

Implication des
facteurs
épigénétique dans
le développement
dela plante sous
stress salin

(C)=Sans sel ;
$=25mM
NacCl

Surface des
feuilles

MM2

MM11

MM91

MM160

MM330

MM686

MM707

MM859

MM10

MM158

MM382

MM693

MM701

Taille dela plante
a l'apparition de
la premiére silique

MM11

MME98

MM679

3 (21 (a1 P P P P P () (=X () (20 () (22 (a1 (s}

MM123

MM867

MM123

MM867

Branchement de la
rosette

MM123

MM654

wlnlola]:

Longueur moyenne
de l'internoeud

MM123

MM123

MM654

MM160

MM587

MM726

Temps de
floraison

MM123

MM854

Branchement de la
tige

MM123

MM661

MM726

MM123

MM537

MM679

MM726

Temps relatif de
croissance

MM396

MM158

MM396

Taille dela plante

MM171

121 I P 1 A P P P [ (=X () P P P P P (s (=1

Aller etal., 2015

Implication des
facteurs
épigénétique dans
la production de
glucosinolates

NA

3MTP

MM87

4MsB

MM823

MM854

3MSP

MM373

MM399

MM823

MM854

5MSP

MM867

Liégard etal., 2019

Implication des
facteurs
épigénétiques
dans la réponse a
P. brassicae

Sans
Inoculation
(N1)

Longueur de la
plus longue
feuille

MM126

22°C

MM515

22°C

MM713

22°C

Biomasse
racinaire plantes

MM126

22°C

MM691

22°C

Infection des

plantes 10

jours apres

semis avec

10~7spores/
mL

longueur de la
longue feuille

MM52

22°C

MM427

22°C

MM728

22°C

MM91

22°C

MM515

22°C

MM128

25°C

MM547

25°C

biomasse
racinaire

MM147

22°C

MM383

22°C

MM385

22°C

MM686

22°C

MM432

25°C

MM123

22°C

MM550

22°C

pourcentage d'ADN
du pathogéne

MME93

22°C

MM679

25°C

MM689

25°C

Furci etal., 2019

Implication des
facteurs
épigénétiques
dans la réponse a
Hyaloperonospora

Des plantules
agées de 3
semaines ont
été inoculées

Résistance a Hpa

MM123

MM240

MM654
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Contrairement au régne animal ou la maturation du pri-miARN en pre-miARN se fait dans le
noyau des cellules par Drosha (Lee et al., 2003) et la maturation de pre-miARN en miARN
mature se fait dans le cytoplasme par Dicer (Zhang et al., 2004), la maturation des pri-miARN
en miARN matures chez les plantes se fait dans le noyau des cellules a 1’aide de la protéine
DCL1 (Bologna & Voinnet, 2014; Yu et al., 2017a; Wang et al., 2019). Une étude récente a
permis de mettre en lumiere la structure en 3 dimensions de la maturation du pri-miARN en
miARN mature (Wei et al., 2021a). Dans un premier temps, DCL1 se lie avec le pri-miARN
grace au domaine PAZ qui interagit avec la structure en boucle du pri-miARN, le module héli-
case fixe ensuite la structure double brin 3p-miRNA/5p-miRNA. Le domaine RNase Il coupe
ensuite I’extrémité 5 du pri-miARN qui devient alors le pre-miARN lui-méme transféré vers
le domaine PAZ qui reconnait I’extrémité 3°. Une seconde coupure est réalisée par le domaine
RNase II qui permet I’élimination de I’extrémité 3’ et le relargage du complexe double brin 3p-

miRNA/5p-miRNA (Wei et al., 2021a).
Formation et réle du complexe RISC

Le complexe miARN double brin 3p-miARN/5p-miARN relargué par DCL1 est ensuite mé-
thylé au niveau des derniers nucléotides de chaque brin par la protéine méthyltransférase HEN
1 pour le protéger contre 1’activité 3’-end uridylation, qui entraine la dégradation des ARN (Ren
et al., 2014) et donc le stabiliser (Yu et al., 2005; Li et al., 2005). Ce complexe stabilisé est
exporté du noyau vers le cytoplasme par HASTY (HST) (Bollman et al., 2003; Park et al.,
2005) (Fig. 1.38.3). La protéine ARGONAUTE (AGO) et un dimére de HEAT SHOCK PRO-
TEIN 90 (HSP90) forment un premier complexe qui, apres la fixation d’adénosine triphosphate
(ATP) permet, a travers un changement structurel de HSP9, le chargement du complexe 3p-
miARN/5p-miARN (Iki et al., 2010). Plusieurs protéines AGO sont capables de charger des
complexes 3p-miARN/5p-miARN en fonction de plusieurs critéres dont la base nucléotidique
présente a la fin de chaque brin ou les mésappariements entre les deux brins 3p-miARN et 5p-
MIARN. Ainsi, AGOS5 montre une plus grande affinité avec des miARN qui possédent sur I’ex-
trémité 5’ une cytosine et AGO2 et AGO4 ont une plus grande affinité avec des miARN ayant
une adénosine a leur extrémité 5° (Mi et al., 2008). Les 3p-miARN/5p-miARN présentant des
mésappariements au centre du complexe sont davantage charges sur AGO1 tandis que si le
complexe 3p-miARN/5p-miARN ne présente pas de mésappariements centraux, il est chargé
sur AGO2 (Yuetal., 2017a).
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Figure 1. 38. : Production des miARN chez les plantes. 1. L’ARN polymérase II transcrit les génes
MIR en pri-miARN en structure d’épingle a cheveux. 2. Les pri-miARN sont ensuite transformés par
les protéines RNase Ill-like Dicer-Like 1 (DCL1), SERRATE (SE) et HYPONASTIC LEAVES 1
(HYL1) qui forment ainsi un corps appelé « dicing bodies » (corps dicer). Ce complexe permet la ma-
turation des pri-miARN en pre-miARN puis conduit a la production de complexe double brin 3p-
miRNA/5p-miRNA dont les extrémités sont méthylées par la protéine méthyltransférase HEN 1. 3. Le
complexe double brin 3p-miRNA/5p-miRNA est exporté dans le cytoplasme par I’intermédiaire de la
protéine HASTY (HTY) et est ensuite pris en charge par une protéine ARGONAUTE (AGO) et un
dimere de HEAT SHOCK PROTEIN 90 (HSP90). Le complexe RISC (pour RNA induced silencing
complex) relargue un brin du complexe 3p-miANR/5p-miARN, sélectionné par les protéines C-TER-
MINAL DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE 1) et DBR1 (DOUBLE STRANDED ARN BIND PRO-
TEIN). L’ ARN resté au sein du complexe RISC guide ce dernier vers sa cible et, selon son niveau de
complémentarité, entraine le clivage de I’ARN messager ou I’inhibition de sa traduction. Schéma redes-
siné & partir de Yang and Li, 2012; Gao et al., 2021.
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Le complexe ainsi formé, appelé RISC (RNA induced silencing complex, RISC) relargue un
brin du complexe 3p-miARN/5p-miARN, sélectionné pour sa forte thermostabilité par les pro-
téines CPL1 (C-TERMINAL DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE 1) et DBR1 (DOUBLE
STRANDED ARN BIND PROTEIN) (Eamens et al., 2009; Manavella et al., 2012), le brin
d’ARN possédant une plus faible thermostabilité est ainsi conservé au sein du complexe RISC-

majoritairement le 5p-miARN - et le guide vers I’ARN messager cible.

Les miARN régulent I’expression de leur(s) géne(s) cible(s) au niveau post-transcriptionnel via
deux mécanismes dépendants de leur niveau de complémentarité avec ’ARNm de leur(s)

gene(s) cible(s) (Hutvagner & Zamore, 2002) : un mecanisme de clivage des ARN messager

(ARNm) lors d’une complémentarité nucléotidique parfaite entre les séquences du miARN et

de sa cible ou la répression de la traduction de I’ARNm lors d’une complémentarité de séquence

partielle entre le miARN et sa cible. Des études rapportent cependant quelques nuances et pré-
cisent que I’action de certains miARN sur leur cible est indépendante de la complémentarité de
séquence puisque I’action répressive de certains miARN sur leurs cibles a été rapportée comme
étant a la fois un clivage des ARNm et une répression de leur traduction. Ainsi les
miARN156/157 clivent ’ARNm du géne SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-
LIKE 3 (SPL3) ou bloquent sa traduction en protéine (Gandikota et al., 2007; Yu et al., 2016).
Quel que soit le mode d’action précis du complexe RISC et le niveau de complémentarité entre
les miARN et leur(s) cible(s), les miARN, au niveau post-transcriptionnel, en régulant de ma-
niére négative 1’expression des genes cibles, sont impliqués dans le contrdle de nombreux pro-

cessus biologiques.

2.6. Controdle de la production de miARN et turnover des miARN

En tant que régulateurs clefs de plusieurs mécanismes physiologiques, les miARN sont fine-
ment régulés a chaque étape de leur biosynthése jusqu’a leur mode d’action (revue dans Li and
Yu, 2021). 1l est possible de citer notamment les facteurs appartenant au complexe « Elonga-
tor », ELP2 et ELP5 qui favorisent la transcription des pri-miARN (Fang et al., 2015) ou I’ac-
tion de certains facteurs remodelant la chromatine comme CH2 qui interagit avec SE et entraine
une modification de la structure des pri-miARN, ce qui régule leur transformation par les DCL
et empéche 1’accumulation de leurs formes matures au sein des cellules (Wang et al., 2018a).
La présence de la protéine HYL1 participe a la stabilité des miARN et son absence peut conduire
a une dégradation précoce de ces miARN par les exosomes (Gao et al., 2020).
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Le complexe DCL1/SE/HYL1 peut également étre régulé aux niveaux transcriptionnels, post-
transcriptionnel ou post-traductionnel. Ainsi, la déphosphorylation de HYL1 par la C-TERMI-
NAL DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE 1 (CPL1) est indispensable a la maturation des miARN
(Manavella et al., 2012). Enfin, la structure méme des genes MIR peut impacter leur expression.
La présence de sites d’épissage alternatifs dans MIR162 peut ainsi conduire a 1’inhibition de la

production de MIR162 (Hirsch et al., 2006).

Les ARN longs non codants (IncARN) interviennent également dans la régulation des miARN
dans leur forme mature. Certains IncARN possédent ainsi un site de reconnaissance des miARN
qui leur permet de séquestrer les miARN matures et ainsi empécher leur activité. Ces INCARN
inhibant I'action des miARN, appelés miARN target mimicry, ont été identifiés dans diverses
espéces végétales (Franco-Zorrilla et al., 2007). Pour étre efficace en tant que leurre, le INCARN
doit se lier a sa cible miARN mais aussi éviter son propre clivage par le miARN. Cela est
possible grace a une complémentarité de séquence incompléte au niveau du site de reconnais-
sance du miARN (nucléotides 10-11) avec des mésappariements de quelques nucléotides (Ariel
etal., 2015; Yuetal., 2019).

2.7. Familles multigéniques et conservation des miARN a travers les es-

peces

Chez A. thaliana, environ 173 miARN ont été identifiés appartenant a environ 98 familles dis-
tinctes. Les genes MIR sont généralement organisés en familles multigéniques : les séquences
nucléotidiques des précurseurs de miARN sont différentes mais aboutissent a un miARN ma-
ture similaire, avec les mémes génes cibles (Palatnik et al., 2007). De plus, certains miARN
sont tres conservés entre les différentes espéces végétales. 97 miARN, répartis en 25 familles,
identifiés chez Arabidopsis sont ainsi présents chez les autres Brassicaceae mais également
dans des plantes plus éloignées comme les monocotylédones et les plantes non vasculaires
(Jones-Rhoades, 2012). La famille miR164 a ainsi été identifiée chez A. thaliana, P. tricho-
carpa, V. viniferis, O. sativa et Zea mays. La famille miR165/166, identifiée chez les especes
précitées, a également été décrite chez le lycopode Selaginella moellendorfii (Jones-Rhoades,
2012).
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Figure 1. 39. : Exemple de miARN impliqués dans la transition florale (A) et dans la formation des
racines (B). A) La répression du facteur de transcription SCHLAFMUTZE (SMZ = répresseur de la
transition florale) ; miR172 conduit a I’induction de la transition florale tandis que la répression de SPL7
(SPL7 = activateur de la transition florale) par miR156 la régule négativement. B) L’élongation de la
racine primaire est contrélée par de nombreux miARN et leurs cibles dont, par exemple, miR160 qui
réprime 1’¢longation par la répression d’ARF10 et ARF16 ; miR156 régule négativement I’expression
de SPL10 ou miR319 qui régule négativement I’expression du facteur de transcription MYB33. Au
niveau des racines latérales, plusieurs miARN sont également impliqués dans leur développement, no-
tamment miR164 a travers le contrble de sa cible, NAC ; MiR160 et miR165/166, a travers le controle
de leur cibles, ARF17 et HD-ZIP lll, respectivement, contrélent le positionnement et la formation des
racines adventives. Adapte de Yan et al. (2022).
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Les séquences nucléotidiques des sites de fixation de certains miARN, dont miR166, sur les
génes class-111-Zip sont conservées au nucléotide pres entre des gymnospermes (Pseudotsuga
menziesii et Taxus globosa), une fougére (Ceratopteris richardii), un embryophyte (livewort,
Marchantia polymorpha), une mousse (Physcomitrella patens) et un anthocérotophyte (Phaeo-

ceros carolinianus) (Floyd & Bowman, 2004).

2.8. Réle des miARN

Role des miARN dans le développement

Les cibles majoritaires des miARN chez les plantes sont des génes codant des facteurs de trans-
cription ou des protéines F-box impliquées dans différents processus physiologiques, confir-
mant le role clef des miARN dans les réseaux de régulation (Rubio-Somoza & Weigel, 2011).
Les miARN sont ainsi impliqués dans la régulation du développement foliaire, du développe-
ment racinaire, de I’organisation florale et du temps de floraison, du développement des graines

ou des processus de nodulation chez les légumineuses (Dong et al., 2022).

Ainsi, la transition florale chez A. thaliana et d’autres plantes telles que Petunia inflata et Petu-
nia axillaris (Wu et al., 2009; Kim et al., 2012; Zhou et al., 2021) est contr6lée par plusieurs
miARN (Fig I. 39.A). Chez A. thaliana, MIR156 réprime I’activité du facteur de transcription
SQUAMOSA Promoter-Binding Protein-Like 7 (SPL7) ce qui conduit a I’inactivation du locus
FLOWERING LOCUS T (FT) et donc de la floraison. En effet, le mutant surexprimant SPL7,
insensible a I’inactivation par miR 156, fleurit plus précocement que la lignée sauvage (Kim et
al., 2012). MiR172 est impliqué dans I’induction de la transition florale via la répression du

facteur SCHLAFMUTZE (SMZ) (Mathieu et al., 2009).

Au niveau racinaire, de nombreux miARN sont impliqués dans différents processus tels que le
développement de la racine primaire ou des racines latérales et adventives (Fig 1.39.B). Ainsi,
le module MIR156/SPL10 contrdle négativement 1’élongation de la racine primaire chez A. tha-
liana (Barrera-Rojas et al., 2020) via la régulation du niveau des cytokinines. MIR160 est éga-
lement impliqué dans 1’élongation racinaire chez Arabidopsis et controle, via la répression de
facteurs répondant a I’auxine ARF10 et ARF16, la perception de la gravité par la plante (Wang
et al., 2005).
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Figure 1. 40. : Représentation schématique du contrdle de la prolifération cellulaire dans les
feuilles et de I’interaction entre miR319, miR396, miR156 et miR164. Mir156 régule I’expression
de ses cibles SPL et module notamment le développement des feuilles. MiR164, par la régulation de
CUC regule la serration des feuilles. MiR396 cible les facteurs de transcription GRF, qui favorisent la
prolifération cellulaire et la croissance des organes. Une augmentation de I’activité de GRF entraine
ainsi des feuilles plus grandes. MiR319 inhibe les facteurs de transcription TCP de classe Il qui répri-
ment la prolifération cellulaire et favorisent la différenciation. Il existe également une interconnexion
entre les genes SPL, TCP et CUC dans la régulation du développement foliaire. Au niveau de chaque
feuille est présenté : a gauche le phénotype de la plante sauvage, a droite le phénotype d’une plante
altérée dans I’expression du miARN concerné. GRF, GROWTH REGUL.ATING FACTORS; CUC,
CUP-SHAPED COTYLEDON2; TCO, TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA et PROLIFERATING
CELL NUCLEAR ANTIGEN BINDING FACTOR; SPL, SQUAMOSA PROMOTER BINDING PRO-
TEIN-LIKE. (Rodriguez et al., 2016).
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MiR165/166, mir319 et miR396, a travers la répression des facteurs de transcription de type
MYB33 et GRF, respectivement, régulent 1’élongation de la racine primaire (Rodriguez et al.,
2010; Carlsbecker et al., 2010; Zhang et al., 2016b). MiR160 controle la formation des racines
adventives en controlant 1I’expression d’ARF17 chez A. thaliana (Gutierrez et al., 2009) mais
également chez Malus domestica (Li et al., 2019c). Chez A. thaliana, miR164 régule négative-
ment le développement des racines latérales en réprimant des facteurs de transcription de la
famille des NAC (NAM : NO APICAL MERISTEM et CUC : CUP-SHAPED COTYLEDON)
(Guo et al., 2005).

Les miARN sont également impliqués dans le développement foliaire (Fig. 1.40.). Xu et al.
(2016) ont ainsi montré que la régulation par miR156 de ses cibles SPL3, SPL4, SPL5, SPL2,
SPL9, SPL10, SPL11, SPL13 et SPL15, entrainait la transition du développement de la feuille
du stade juvénile d’Arabidopsis au stade adulte. Plusieurs miARN contrélent la formation de
dentelure (ou serration) sur la feuille et notamment miR160, a travers la répression de ARF10
et ARF17, chez Solanum lycopersicum (Ben-Gera et al., 2016) et miR164 chez A. thaliana, au
travers le contrdle de I’expression de CUC1, CUC2, CUC3 (Laufs et al., 2004; Nikovics et al.,
2006; Koyama et al., 2010). MIR396 contrdle négativement la prolifération cellulaire dans les
parties distales de la feuille en restreignant 1I’expression des GROWTH REGULATING FAC-
TOR (GRF) au niveau proximal de la feuille (Liu et al., 2009; Rodriguez et al., 2010, p. 396;
Wang et al., 2011). L’expression de miR396 est négativement régulée par les facteurs de trans-
cription TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA, and PROLIFERATING CELL NUCLEAR
ANTIGEN BINDING FACTOR (TCP) eux-mémes ciblés par miR319 (Schommer et al., 2014).
Les TCP régulent é¢galement I’expression de miR164 au niveau des feuilles (Koyama et al.,
2010), suggérant ainsi une régulation complexe de la prolifération cellulaire au niveau foliaire.

Implication des miARN dans la réponse des plantes aux stress biotiques

Les miARN ont également été décrits comme impliqués dans la réponse des plantes aux stress
biotiques chez plusieurs especes. En 2006, Navarro et al. (2006) mettaient en evidence chez A.
thaliana 1’induction par la flagelline 22 (flg22) de miR393 qui, a travers la répression des ré-
cepteurs d’auxine TIR1, AFB2, AFB3 confére une plus grande résistance d’4. thaliana a P.

syringae.
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Figure 1.41. : Développement des galles induit par ’infection par Meloidogyne incognita, caracté-
risé par une hyperplasie et une hypertrophie cellulaire. Coupes longitudinales de racines d’A. tha-
liana infectées par M. incognita a plusieurs temps cinétiques. Aprés ’injection par le nématode de dif-
férents effecteurs, cing a sept cellules du parenchyme se dédifférencient en cellules géantes nourriciéres.
Jusqu’a 10 jours aprés I’inoculation, ces cellules se divisent sans cytokinése. De 10 jours a 21 jours
apres infection, les cellules géantes subissent une endoréduplication. Au cours de I’infection par M.
incognita, ces cellules subissent une croissance isotropique. n= nématode, * = cellules géantes. Figure
adaptée de Coelho et al., 2017.
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Plus tard, Zhang et al. (2011) ont observé I’induction de différents miARN lors de 1’inoculation
d’A. thaliana par trois souches de P. synrigae dont une souche non pathogénique (DC3000
hrcC), une souche virulente (Pst DC3000 EV) et une souche avirulente (Pst DC3000 avrRpt2).
L’infection par la souche virulente réprime notamment miR390 ce qui entraine I’induction des
AUXIN RESPONSIVES FACTOR (ARF). La répression de miR159 par I’infection des souches
virulentes et non virulentes entraine une régulation de la réponse a P. syringae via la régulation
positive de ses cibles MYB33 et MYBG65 et via la signalisation des gibbérellines (GA) (Zhang et
al., 2011a). De plus, la répression de miR398 conduit a 1’augmentation de la production de
SUPEROXIDE DISMUTASES (CSD) facilitant la détoxification des espéces réactives de 1’oxy-
géne (ROS).

L’étude conjointe de I’impact du Turnip Mosaic Virus (TuMV) chez A. thaliana, B. rapa et B.
napus a permis de mettre en évidence le role d’'un miARN spécifique des Brassicaceae dans la
réponse des plantes aux virus. Bra-miR 1885, induit par I’infection, réprimerait 1’expression de
ses cibles, des génes de résistance TIR-NBS-LRR, conduisant a une réponse de sensibilité des
Brassicaceae au TuMV (He et al., 2008).

L’interaction de 1’aubergine (Solanum melongena) avec Verticillium dahliae conduit a la ré-
pression significative de 6 miARN, dont miR393, miR3627, miR2111, miR1088, miR395 et
miR399. La répression de miR393 par ’infection conduit a une accumulation d’auxine et une
infection plus importante de la plante (Yang et al., 2013). L’infection du blé tendre (Triticum
aestivum) par le mildiou (Erysiphe graminis) entraine également la dérégulation de plusieurs
miARN, dont miR396, miR156 et miR159 qui sont réprimés et miR172 et miR393 qui sont
induits (Xin et al., 2010). L’infection de 1’ail (Allium sativum) par Fusarium oxysporum (FOC)
a entrainé 1’expression différentielle de 45 miARN. Des lignées surexprimant certains miARN,

tels que miR164a, miR168a et miR393 sont plus résistants a la maladie (Chand et al., 2017).

Au cours de cette thése nous nous sommes tout particuliérement intéressés a la réponse d’A.
thaliana a I’infection par I’agent pathogéne Plasmodiophora brassicae. L’implication des
miARN dans la réponse des plantes a P. brassicae sera discuté dans le paragraphe décrivant
I’agent pathogéne (Chapitre 1.3.3.4.). Cependant, I’implication des miARN dans la réponse
des plantes a un autre agent pathogéne induisant la production de galles au niveau racinaire a
déja été montré (Zhao et al., 2015; Cabrera et al., 2016a; Medina et al., 2017; Diaz-Manzano
et al., 2018; Cai et al., 2021; Noureddine et al., 2022).
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Meloidogyne incognita est un nématode a galles parasite obligatoire des plantes qui, tout
comme P. brassicae, induit des phénoménes d’hyperplasie (division cellulaire) et d’hypertro-
phie (élargissement des cellules) au niveau du systeme racinaire des plantes infectées (de Al-
meida Engler & Gheysen, 2013; Coelho et al., 2017) (Fig. 1.41). Plusieurs miARN ont été
identifiés impliqués dans la réponse d’A. thaliana, S. lycopersicum ou Gossypium hirsutum a
I’infection par M. incognita (Fig. 1.42). chez la tomate, I’implication du module miR319/TCP4
entraine notamment la régulation de la production d’acide jasmonique (JA) qui induit la réponse
de défense a I’infection par M. incognita (Zhao et al., 2015). Chez A. thaliana, I’induction de
miR390 entraine la dégradation de IncARN en petit ARN interférant (siARN) ce qui conduit au
clivage d’ARF2, ARF3 et ARF4 et I’altération du module MiR390/TAS3/ARF2-3-4 entraine
une réduction du nombre de galles (Cabrera et al., 2016a). L’étude transcriptomique de Medina
et al. (2017) chez Arabidopsis a mis en évidence I’implication notamment des mMiR167a,
miR167d, miR164c, miR394b et miR408. L’étude détaillée de miR159 et de 1’expression né-
gativement corrélée de 1’une de ses cibles, MYB33, a démontré un réle de ce miARN dans
I’interaction A. thaliana/M. incognita au stade avancé de I’infection (Medina et al., 2017).
MiR172 est impliqué dans la formation des galles chez A. thaliana durant 1’infection par M.
javanica (Diaz-Manzano et al., 2018). La modulation de I’expression de 193 miARN connus
et 73 nouveaux miARN pour lesquels 87 cibles ont été identifiées a été observée chez le coton
infecté par M. incognita (Cai et al., 2021). Parmi ces miARN, on retrouve notamment 7 miARN
de la famille MIR319, 13 de la famille MIR166 ou 14 de la famille MIR482. Plus récemment,
I’étude fonctionnelle de miR408 et miR398, induits chez A. thaliana et S. lycopersicum lors de
I’infection, a permis de mettre en évidence que le module SPL7/MIR408/MIR398 était néces-

saire a la mise en place de I’infection et a la formation des galles (Noureddine et al., 2022).
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Figure 1.43. : Distribution mondiale de Plasmodiophora brassicae, agent pathogéne cau-
sant la hernie des cruciféeres. Carte adaptée de Javed et al. (2023).

Figure 1.44. : Symptémes racinaires et aériens de la hernie des cruciferes sur des Brassica.
Symptdmes racinaires de la hernie sur Brassica napus (A) et B oleracea (C) et impact de ces symptdémes
sur les parties aériennes (B et D). Photographies tirées de Hwang et al., 2012; Shaw et al., 2022.
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3. Le modele d’interaction : Brassicaceae — Plasmodiophora brassicae

3.1. Plasmodiophora brassicae, agent causal de la hernie des cruciféres
3.1.1. Enjeux économiques

La hernie des cruciféres, causée par 1’agent pathogéne Plasmodiophora brassicae appartenant
au genre des Rhizaria, est une maladie majeure des Brassicaceae, la plus large famille d’an-
giospermes qui contient un grand nombre de cultures d’intérét agronomique comme le colza
(Brassica napus), le chou (B. oleracea) ou le navet (B. rapa) (Raza et al., 2020). La hernie des
crucifeéres, découverte en 1873 par le scientifique russe M. S. Woronin, est présente en Europe
depuis le 13°™ siécle, voire avant, et est désormais répandue sur tout le globe (Fig. 1. 43.). Selon
Dixon (2009), parmi les 6 millions d’hectares de Brassica cultivées chaque année, environ 11%
sont infestés par la hernie. La maladie induit la formation de galles au niveau du systeme raci-
naire et le flétrissement voire la mort des cultures (Fig. 1. 44.). Les spores de repos pouvant
rester prés de 17 ans dans le sol (Wallenhammar, 1996), la hernie entraine une perte de valeur

importante des surfaces cultivables (Raza et al., 2020).
3.1.2. Biologie et cycle de développement de P. brassicae
3.1.2.1. Hotes de P. brassicae

Si la majorité des études rapportent que 1’infection par P. brassicae se fait seulement chez les
membres de la famille des Brassicaceae (Dixon, 2009a; Gahatraj et al., 2019), certaines études
mettent en évidence que la germination des spores de repos peut étre stimulée par des plantes
qualifiées de non héte telles que le poireau Allium porrum, le Ray-grass Lolium perenne ou le
trefle des prés, Trifolium pratense (Friberg et al., 2005; Hwang et al., 2015), sans que ces
plantes ne soient toutefois infectées. Plus récemment, Zamani-Noor et al. (2022) ont testé 22
espéeces de plantes de couverture — utilisées dans le contrdle de 1’érosion du sol ou pour optimi-
ser sa fertilisation — et 56 mauvaises herbes. Les auteurs observent une infection supérieure a
50% chez d’autres especes de Brassicaceae comme le lin batard Camelina sativa, la Capselle
bourse-a-pasteur Capsella bursa-pastoris, le tabouret des champs, Thlaspi arvense ainsi que
chez la moutarde des champs, Sinapis arvensis (Zamani-Noor et al., 2022a), suggérant ainsi

une trés grande diversité d’hotes de P. brassicae au sein de la famille des Brassicaceae.
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L’Arabette des dames, ou Arabette de Thalius, appartient a la famille des Brassicacées. Cette
plante est considérée depuis 1998 comme une plante modéle (Fink, 1998) pour sa manipulation
aisée, sa croissance rapide et la disponibilité de nombreuses données génétiques, épigénétiques
ou fonctionnelles. De plus, A. thaliana est également une plante hote de nombreux agents pa-
thogenes, dont P. brassicae (Provart et al., 2016; Woodward & Bartel, 2018).

3.1.2.2. Cycle biologique

P. brassicae réalise son cycle d’infection en trois phases (Dixon, 2009b; Kageyama & Asano,
2009) (Fig. 1.45.). La premiere est une phase de survie et de conservation dans le sol. Les spores
de repos sont capables de rester plus de 17 ans dans le sol (Wallenhammar, 1996) en conservant
leur pouvoir pathogéne. Ces spores de repos, dont la paroi contient 25% de chitine (Moxham
& Buczacki, 1983), germent pour donner des zoospores primaires biflagellées de 2.8 8 5.9 um
de diametre (Kageyama & Asano, 2009) qui se déplacent dans le sol dans un film d’eau fin,
s’attachent sur les poils racinaires des plantes hotes et s’y enkystent. Lors de I’infection pri-
maire, les zoospores primaires pénétrent dans les poils racinaires grace a une structure projec-
tile, le Stachel, contenue dans une cavité tubulaire appelée Rohr. L’extrémité du Rohr grossit
pour créer une structure appelée adhesorium qui va permettre 1’adhésion au poil absorbant. Le
Stachel et le contenu de la zoospore sont injectés au travers des parois et des membranes végé-
tales jusqu’au cytoplasme de la cellule hote et le protoplasme de la zoospore devient ensuite un
plasmodium primaire multinucléé par endomitoses cruciformes successives (Braselton, 1995).
Ce plasmodium primaire se divise en 4 a 16 zoospores secondaires qui sont relachées dans le
sol avant d’infecter les cellules du cortex. Lors de I’infection secondaire, les zoospores secon-
daires pénétrent dans les cellules corticales et cambiales de la racine et forment des plasmodia
secondaires qui conduisent & une hyperplasie (division cellulaire amplifiée) et une hypertrophie
(augmentation de la taille des cellules) cellulaires (Aist & Williams, 1971). L’interaction com-
patible d’une plante hote et des spores de P. brassicae entraine la formation de galles qui per-
turbent la circulation de 1’eau et des nutriments. La galle devient alors un puits métabolique
assimilant les ressources carbonées de la plante pour le développement du pathogene et pouvant
conduire a la mort des plantes infectées (Siemens et al., 2011). Une étude récente suggeére que
les stades de développement des zoospores secondaires jusqu’a la formation des spores de repos

pourraient représenter les stades sexuels du cycle de vie de P. brassicae (Liu et al., 2020b).
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Figure 1.45. Cycle d’infection de P. brassicae. Le cycle de vie de P. brassicae implique une in-
fection primaire des poils absorbants et des cellules épidermiques de I'hdte et une infection secondaire
des tissus corticaux. A) L’infection primaire commence par la germination des spores de repos (1) qui
donnent des zoospores primaires qui s’enkystent sur la paroi cellulaire de 1’héte (2). Un plasmode pri-
maire uninucléé (3,a) est produit dans les poils absorbants et conduit ensuite a la formation d’un plas-
mode multinucléé (4,b) a travers une succession de divisions mitotiques. Ce plasmode multinucléé con-
duit ensuite a la formation de zoosporanges uninucléés (5,c) puis a des zoosporanges multinucléées
(6,d). Des zoospores secondaires uninucléés (7) sont produits dans chaque zoosporange multinucléé
apres clivage du cytoplasme et sont ensuite relargués (8,e) dans les cellules infectées ou dans le sol. B)
Lors de la phase secondaire de I’infection, les cellules du cortex sont infectées par des spores secondaires
et forment un plasmode secondaire uninuclée (9). Ce plasmode secondaire uninucléé subit une division
mitotique et produit un plasmode secondaire binucléé (10,f) qui par une succession de divisions mito-
tiques conduit a la formation d’un plasmode secondaire multinucléé (11). Ce plasmode secondaire mul-
tinucléé subit une méiose et conduit a la formation d’un zoosporange de repos (12) puis a la formation
(13, g) et au relargage (14) de spores de repos. Observation microscopique du cycle de I’infection de P.
brassicae chez A. thaliana dans un poil racinaire. a) Plasmode primaire observé sous lumiére blanche
un jour apres I’infection (JAI), b) Plasmode primaire multinucléé observé sous lumiere blanche trois
JAIL Observation en lumiére blanche, au DAPI (marquage de I’ADN) et au FM4-64 (marquage des
membranes) des zoosporanges uninucléés (c), multinucléés (d) a 3/4 JAl et de la libération des zoospores
secondaires (e) a 6 JAI. Les fleches blanches indiquent des zoosporanges en (c). En (e), les fleches
blanches indiquent des zoosporanges vides et les fléches noires indiquent des zoospores. f) Observation
au microscope électronique a transmission de plasmodes secondaires binucléés au niveau des cellules
du cortex, a dix JAI (FV : vacuole fragmentée, S : amidon, N : noyau de la cellule corticale, CV : va-
cuole centrale, P : pathogéne, * = noyaux du plasmode secondaire). g) Spores de repos dans les cellules
corticales observées a la lumiere blanche et grace au marqueur lipidique HLG. Symptémes observés
chez A. thaliana a 24 JAI. Barre échelle = 10 um. Schéma et images adaptés de Liu et al. (2020).
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Si P. brassicae est capable d’infecter une grande diversité d’hotes, la temporalité de son cycle
de vie au sein de chaque hote est variable. Chez A. thaliana, I’infection primaire débute dés
I’inoculation et dure sept jours. La phase secondaire débute ensuite dés le septieéme jour et le
cycle est accompli au bout de quinze jours avec le développement d’une galle a la place du
systéme racinaire ; toutefois le cycle est asynchronique avec plusieurs phases pouvant coexister
durant I’infection (Liu et al., 2020b). Le cycle biologique de P. brassicae chez B. rapa, B.
oleracea et B. napus est similaire a celui chez A. thaliana au niveau de I’infection primaire (0
a 7 jours) mais présente une phase d’infection secondaire plus longue (7 a 24 jours) (Liu et al.,
2020a; Laila et al., 2020). Les galles deviennent visibles entre 14 et 35 jours apreés inoculation
en fonction des génotypes pour B. napus et B. rapa (Laila et al.,2020; Zhou et al.,2020). Cer-
tains facteurs environnementaux (Cf 3.1.3.) peuvent moduler la temporalité de ces phases d’in-
fection. Les temps cinétiques choisis dans les différentes études aussi bien chez A. thaliana que

les Brassica peuvent ainsi varier et rendre difficile la comparaison des résultats.

3.1.2.3. Diversité de P. brassicae

P. brassicae presente une tres grande diversité moléculaire et biologique. La caractérisation du
pouvoir pathogene des populations de P. brassicae est réalisée en utilisant des gammes d’hotes
différentiels (Tableau 1.3.). Les trois gammes les plus utilisées sont : la gamme de Williams
(1966) constituée de deux génotypes de B. napus et deux de B. rapa permettant d’identifier 48
pathotypes différents ; la gamme European Clubroot Differential (ECD) de Buczacki et al.
(1975) formée de 15 génotypes de B. napus, B. rapa et B. oleracea permettant 1’identification
de 16 pathotypes ; la gamme de Some et al. (1996) constituée de 3 génotypes de B. napus
permet d’identifier 8 pathotypes, dont le pathotype P1. Ces gammes ne permettent cependant
pas de différencier finement les isolats au Canada ou en Chine, notamment des isolats contour-
nant des sources de résistance, ce qui a amené a créer récemment d’autres gammes comme la
« Série différentielle canadienne de la hernie » (CCD) pour laquelle Strelkov et al. (2018) ont
ajouté aux gammes de Williams et de Somé trois genotypes de B. napus : « Mendel », « Wes-
tar » et « 45H29 » permettant ainsi la différentiation de 17 pathothypes canadien. La création
d’une gamme d’hotes différentiels plus récente (Sinitic Clubroot Differential Set : SCD) utili-
sant huit lignées de choux chinois, permet la différentiation de 16 pathotypes (Pang et al., 2020).
Le faible nombre de génotypes communs aux différentes gammes rend difficile les comparai-

sons entre les études qui n’utilisent pas les mémes références.
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logique de P. brassicae.

Tableau 1.3. : Gammes d’hétes différentiels créées et utilisées pour la caractérisation bio-

Gamme d'hotes Nom Espéce [Sous-espéce|Cultivar
Brassica . Jersey Queen
capitata -
. oleracea Badger Shipper
Williams (1966) - -
Brassica |napobrassi |Laurent
napus ca Wilhelmsburger
ECD1 rapifera
ECD2 . rapifera
Brassica -
ECD3 rapifera
rapa -
ECD4 rapifera
ECD5 pekinensis |cv. Grannat
ECD6 oleifera cv. Nevin
European Clubroot ECD7 . napus
) ) Brassica
Differential (ECD, ECD8 napus
i napus
Buczacki et al., 1975) ECD9 napus
ECD10 napobrassicqcv. Wilhelmsburger
ECD11 capitata cv. Badger Shipper
ECD12 . capitata cv. Bindaschsener
Brassica -
ECD13 capitata cv. Jersey Queen
oleracea -
ECD14 capitata cv. Septa
ECD15 acephala |cv.Verheul
ECD6 . oleifera cv. Nevin
, Brassica ) .
Somé et al., 1996 ECD10 napobrassicdcv. Wilhelmsburger
napus 5
Brutor oleifera
Brutor
Canadian Clubroot )
) . Mendel Brassica
Differential (CCD), Westar naDus
Strelkov et al. (2018) p
45H29
CR-096 ssp. pekinensis
CR-20
N CR-26
Sinitic Clubroot
. . CR-77 .
Differential Set 525 Brassica
SCD) P tal.
( ) Pangetal., . rapa
2020
85-74
CR-73

BJN3-1
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L’utilisation de ces différentes gammes d’hotes permet ainsi la caractérisation des isolats de P.
brassicae selon leur capacité a infecter certains génotypes et met en évidence une forte hétéro-
généité des isolats ainsi qu’une capacité évolutive importante de ces populations. L’hétérogé-
néité des populations de P. brassicae peut s’observer a plusieurs échelles : au sein d’une galle,
d’un champ ou d’une région géographique (Manzanares-Dauleux et al., 2001), ou a 1’échelle
d’un pays comme la France (Orgeur et al., 2016), I’ Allemagne (Zamani-Noor, 2017), le Japon
(Tanaka & Ito, 2013), la Suede (Zamani-Noor et al., 2022b), le Canada (Xue et al., 2008; Fre-
dua-Agyeman et al., 2021) ou la Chine (Pang et al., 2020).

3.1.2.4. Génome de P. brassicae

Le génome de I’isolat e3, originaire d’ Allemagne et appartenant au pathotype 3 a été séquencé
en 2015 (Schwelm et al., 2015). La taille du génome est de 24 mégabases (Mb) répartis sur 16
chromosomes, nombre variant selon les isolats (Graf et al., 2004). 1l contient un peu moins de
10 000 génes dont 2 000 communs aux autres Rhizaria et plus de 5 000 spécifiques a P. bras-
sicae (Schwelm et al., 2015). D’autres isolats ont par la suite été séquencés dont : ZJ-1 et eH
du pathotype P1 (Bi et al., 2016; Daval et al., 2019), et SACAN-ss1 (Pb3) du pathotype P3 et
AbotJE-ss1 (Pb6) du pathotype P6 (Rolfe et al., 2016) (Tableau 1. 4.). Plus récemment, Se-
daghatkish et al. (2019) ont séquencé 43 isolats supplémentaires dont trente-cinq isolats d’ori-
gine canadienne, 2 isolats originaires des Etats-Unis et 5 de la Chine. L’étude de la structure de
ces populations a conduit & la répartition de ces 43 isolats en 5 clades différents (Fig. 1. 46.).
De par la longue période de séparation géographique, les auteurs s’attendaient a une séparation
des cing souches chinoises dans un clade distinct mais 2 souches se sont retrouvées dans le
clade 5 avec des souches canadiennes, et 3 souches dans le clade 3, suggérant ainsi que la pres-
sion de sélection exercée par la plante héte influerait ces souches de maniére similaire (Se-
daghatkish et al., 2019).

Le génome de P. brassicae présente de nombreuses spécificités telles que ’absence de génes
impliqués dans la synthése de certains acides aminés, comme le tryptophane ou la thréonine,
dans la synthése des acides gras, ainsi que dans 1’assimilation du sulfure et de 1’azote. Ces
caractéristiques sont typiques d’un parasite biotrophe obligatoire qui dépend entiérement du

développement de son héte (Schwelm et al., 2015; Rolfe et al., 2016; Stjelja et al., 2019).
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Tableau 1.4. : Listes des premiers isolats de P. brassicae séquences.

Isolat

Pathothype

Origine géographique

Références

7])-1

P1

Zhijiang city, Hubei Province, P R Chine

Bi et al., 2016

SACAN-ss1 (Pb3)

P3

Alberta, Canada

Rolf et al., 2016

AbotJE-ss1 (Pb6)[P6 British Columbia et Ontario Rolf et al., 2016
e3 P3 Allemagne Schwelm et al., 2015
eH P1 France Daval et al., 2019

Figure 1.46. : Arbre phylogénétique de 43 souches de P. brassicae dont 35 originaires du
Canada, 5 de Chine et 2 des Etats-Unis. L’arbre phylogénétique a été réalisé en utilisant 10k SNP
alignés sur le génome d’e3. L'échelle représente les distances évolutives. Le pourcentage de 1 000 essais
bootstrap (1 000 répétitions) est indiqué au-dessus des branches. Les détails des souches sont résumés
dans leurs noms : emplacement par province (par exemple, AB = Alberta), pathotype de Williams (par
exemple, P3) lorsque disponible, et SS = isolat monospore, V =légumes : navet, choux et C = colza. Les
souches encadrées en rouge sont originaires des Etats-Unis et les souches encadrées en rose originaires
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de Chine, les autres sont originaires du Canada (Sedaghatkish et al., 2019).
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Le séquengage du génome a également permis 1’étude des effecteurs de P. brassicae. Les ef-
fecteurs sont de petits peptides sécrétés a I’intérieur des cellules végétales par I’agent pathogeéne
qui modulent la réponse des plantes a 1’infection (Rovenich et al., 2014). Chen et al. (2019) ont
ainsi identifié 33 protéines sécrétées durant la phase primaire d’infection de P. brassicae et ont
validé deux d’entre elles, PBCN 002550 et PBCN 005499 comme induisant une accumulation
d’H20- et une réponse hypersensible (HR = mort des cellules) lors de leur expression transitoire
chez Nicotiana benthamiana (Fig. 1.47. A.). De maniére similaire, Zhan et al. (2022) ont iden-
tifié 518 protéines secrétées par P. brassicae dont 63 induisaient une HR lorsqu’elles étaient
exprimées de maniére transitoire dans le tabac. Douze effecteurs potentiels ont été identifiés
durant I’infection d’Arabidopsis par P. brassicae dont certains sont localisés au niveau du réti-
culum endoplasmique des cellules végétales et d’autres au niveau de la membrane plasmique
et des plasmodesmata, suggérant un réle de ces molécules dans la régulation du trafic vésicu-
laire et de la communication cellule a cellule chez la plante (Fig. 1.47. B1, 2 et 3) (Hossain et
al., 2021). Trente et une protéines sécrétées par P. brassicae dont, SSPbP22, possedent une
activité kinase et sont localisées au niveau du cytosol et du noyau des cellules de tabac lors de
leur expression transitoire (Fig. 1.47. C.) (Pérez-Lopez et al. 2020).

3.1.3. Facteurs influencant le développement de la maladie

Les conditions environnementales telles que la température, le pH ou I’humidité du sol impac-
tent la germination des spores de repos, 1’infection et le développement de la hernie des cruci-
feres (Dixon, 2009b). La phase primaire d’infection qui dure de 0 a 10 jours a 25 °C est plus
lente a une température de 20°C ou de 30°C (de 0 a 14 jours) ou d’une température inférieure
a 15°C (de 0 a 28 jours) (Sharma et al., 2011a). La phase secondaire d’infection est également
impactée par la température et dure de 10 a 22 jours a 25°C, de 14 a 30 jours a 20°C et 30°C et
de 28 a 42 jours a 15°C (Sharma et al., 2011b). Ces résultats suggerent ainsi une température

optimale pour le déroulement de I’infection par P. brassicae de 25°C.

Le pH optimal du sol pour le développement de I’infection par P. brassicae est compris entre
5.0 et 6.5 (Gossen et al., 2013). Un pH basique a un impact négatif sur le développement de la

maladie (Niwa et al., 2007) mais aussi sur la viabilité des spores de repos (Takahashi, 1994).
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Figure 1.47. : Validation du role d’ef-
fecteurs de P. brassicae par leur ex-
pression transitoire dans Nicotiana
benthamiana. A) Expression transitoire de
PBCN_005499 et PBCN_002550 dans les
feuilles de tabac et observation a 3,5 et 7
jours aprés inoculation. Les fléches noires
indiquent la présence d’une réponse hyper-
sensible (HR). B) Expression transitoire des
effecteurs PbPE2 et PbPE14 fusionné a la
GFP et dont le signal peptide (permettant
I’export de la protéine hors de la cellule du
pathogene) a été enlevé (Asp). Sur ces pho-
tographies prises au microscope confocal,
est visible en B.1, I’expression de PbPE2 au
niveau du réticulum endoplasmique (ER)
grace a : un filtre GFP qui montre la locali-
sation de I’effecteur, au marqueur mCherry-
HDEL qui marque le réticulum endoplas-
mique et a la superposition des deux images
et en B.2, la localisation de PbPE13 au ni-
veau de la membrane plasmique végétale
(PM) gréce a: un filtre GFP qui montre la
localisation, au  marqueur REMO-
RIN1.3mRFP de la membrane plasmique et
a la superposition des deux images. Les traits
bleus présents sur B.1 et B.2 correspondent
aux régions dont I’intensité de fluorescence
a été évaluée et est présentée en B.3. Barre
d’échelle = 10um. C) Image confocale de la
localisation de SSPbP22:GFP dans les cel-
lules foliaires de tabac et permettant de loca-
liser cet effecteur au niveau du noyau et du
cytoplasme grace a: un filtre GFP, 1’auto-
fluorescence des chloroplastes et la superpo-
sition des deux filtres. Barre d’échelle = 9
pm. Figure adaptée de (Chen et al., 2019c;
Pérez-Lopez et al., 2020; Hossain et al.,
2021)
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L’interaction entre le pH du sol et la température peut affecter également 1’infection, avec une
infection optimale de 100% pour des pH compris entre 5 et 6.5 et des températures comprises
entre 20 et 25°C (Gossen et al., 2013). L’infection est réduite a des pH supérieurs a 7.0, mais
un développement severe des symptdmes peut étre observé pour un pH de 8 lorsque les tempe-
ratures (20-25°C) et I’humidité du sol sont optimales. L humidité du sol est un facteur important
dans le processus d’infection de P. brassicae puisqu’elle impacte notamment la viabilité des
spores de repos. (Takahashi, 1994) démontre que la viabilité des spores de repos dans le sol est
supérieure a 80% lorsque le sol présente une forte humidité (plus de 55% d’humidité) et infé-
rieure a 60 % lors d’une humidité relative du sol égale a 35%. Une étude plus ancienne a éga-
lement rapporté qu’il fallait au moins une humidité du sol égale a 75% pour assurer un indice

de maladie égale a 60% (Hamilton & Créte, 1978).

D’autres caractéristiques physico-chimiques du sol impactent le développement de la hernie.
Webster & Dixon (1991) démontraient que 1’application d’une quantité de bore de 10 ppm
(partie par millions) entraine une diminution de la maladie tandis que Botero-Ramirez et al.
(2021) n’ont pas mis en évidence de corrélation entre le nombre de spores et la quantité de bore
sur des échantillons prélevés en champ. L’ajout de matiére minérale, comme la chaux qui im-
pacte le pH, permet une baisse de I’infection (Myers, 1985) mais 1’incidence de la maladie
augmentait avec la taille des particules de chaux et une moins bonne homogénéité du mélange
de substrat (Dobson, 1983). L’apport de mati¢res organiques telles que du compost ou du fu-

mier entraine également une réduction de I’infection (Niwa et al., 2007).

3.1.4. Détection de la maladie et moyens de lutte

3.1.4.1. Détection de P. brassicae dans le sol

La hernie des cruciféres est une maladie complexe a contrdler de par la capacité des spores de
repos de P. brassicae a survivre dans le sol pendant plus de dix-sept ans (Wallenhammar, 1996).
La détection de spores de repos dans le sol peut se faire a travers ’utilisation de plantes leurres
(bait crop) et notamment de B. rapa permettant 1’évaluation de I’infection des sols (Samuel &
Garrett, 1945; Macfarlane, 1952) mais ces méthodes biologiques ne sont efficaces que lorsque
la concentration de spores dans le sol est importante (environ 1000spores/g de sol) (Faggian &
Strelkov, 2009).
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Figure 1.48 : Utilisation de I’imagerie hyperspectrale pour évaluer I’infection des plantes
par P. brassicae cinq semaines apres I’inoculation. Les plantes de gauches sont un individu B.
rapa « ECD5 » non infecté (NI) et les plantes a droite, d’un individu B. rapa « ECD5 » infecté (1) par
la hernie sous différent sol : un sol riche en nutriments, un mix de substrat et un sol d’argile. Les diffé-
rentes couleurs présentent les différents scores obtenus lors du traitement de la prise d’images de chaque
plante : en bleu des scores négatifs et en rouge/orange des scores positifs. Ce qui est intéressant de noter
c’est une différence des scores obtenus chez les plantes non infectées (NI ; gauche) avec les plantes
infectées (I, droite), quel que soit le sol utilisé. (Feng et al., 2022)
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Des méthodes, basées sur des approches moléculaires de PCR permettent I’identification de la
présence de spores via notamment I’amplification de génes codant la petite sous-unité (SSU) et
la grande sous-unité (LSU) de I’ARN ribosomique nucléaire des espaceurs transcrits internes
(ITS1 et ITS2) et une sous-unité 5,8S, permettant également la discrimination de plusieurs iso-
lats de différentes origines géographiques (Zhou et al., 2018; Gossen et al., 2019; Padrén-Ro-
driguez et al., 2022; Tso et al., 2022). Derniérement, I’utilisation d’images hyperspectrales sur
les parties aériennes du génotype ECD5 a permis de mettre en évidence une différence entre les
plantes infectées par P. brassicae et les plantes non infectées sans destruction des échantillons
(Feng et al., 2022) (Fig. 1.48.). Cependant, ces études sont expérimentales et des travaux com-
plémentaires portés sur d’autres pathosystémes pourraient conduire a d’autres résultats. De
plus, il n’existe actuellement pas de corrélation établie entre les couleurs présentées (Fig. 1.48.)

et les processus physiologiques impactés par 1’infection par P. brassicae.

3.1.4.2. Pratiques culturales et nutrition minérale

La rotation des cultures n’est pas la méthode la plus efficace pour pallier a I’infection des
champs par P. brassicae (Peng et al., 2014), cependant, la capacité de certaines plantes a induire
la germination des spores sans permettre le cycle complet de la maladie peut conduire a la
réduction de I’inoculum d’un sol comme c’est notamment le cas pour le poireau, le seigle d’hi-
ver ou le ray-grass anglais (Friberg et al., 2005; Hwang et al., 2015). Le chaulage permet une
alcalinisation des sols et une réduction de I’incidence de 1a maladie. Cette méthode reste limitée
du fait de I’effet d’autres parameétres tels que la préparation du sol, ’humidité du sol et sa texture
ou la temporalité de 1’application et du semis (Donald & Porter, 2009). Des labours adaptés
peuvent également participer a 1’élimination des spores dans le sol puisque leur survie est si-

gnificativement réduite au contact des rayons UV et de la lumiére (Zahr et al., 2021).

Une fertilisation minérale adaptée des plantes pourrait également conduire a un contrdle de la
maladie et une augmentation de la résistance. L’ application de calcium conduit ainsi a une ré-
duction du nombre de spores de repos dans le sol (Myers, 1985). Une augmentation de la quan-
tité en bore dans le sol diminue également le développement de la maladie aux stades primaire
et secondaire de I’infection (Webster & Dixon, 1991). Un apport en azote réduit peut également

conduire a la résistance de certains génotypes (Laperche et al., 2017; Aigu et al., 2022).
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3.1.4.1. Lutte chimique

L’utilisation de molécules de synthése destinées a la stérilisation des sols (formaldéhyde ou le
bromure de méthyle) est aujourd’hui strictement encadrée a cause de leur toxicité et de leur
impact négatif sur I’environnement (Seiber et al., 1997). Certains fongicides permettent égale-
ment le controle de P. brassicae. Le plus efficace, le chlorure de mercure (Calomel™) a ce-
pendant été retiré du marché mondial du fait de sa forte toxicité sur les mammiféres et sa réten-
tion dans I’environnement. Le fongicide fluazinam (ShirlanTM ou OmegaTM), agit sur la pro-
duction d’énergie chez les champignons et permet une réduction de la survie des spores de repos
(Guo et al., 1991; Donald & Porter, 2009). Actuellement, et depuis plus de dix ans, aucun pro-

duit pesticide n’est autorisé en Europe dans la lutte contre P. brassicae.

3.1.4.2. Lutte biologique

L’infection des plantes par P. brassicae entraine une modification de la communauté micro-
bienne avec notamment une baisse de la présence de Flavioslibacter, Streptomyces et Bacillus
(Lebreton et al., 2019). L’utilisation de certains microorganismes du sol, antagonistes de P.
brassicae comme Bacillus subtilis et Gliocladium catenulatum conduit, par exemple, a une ré-
duction de plus 54% des symptomes d’un génotype sensible de B. napus (Peng et al., 2011) ou
Trichoderma harzianum qui réduit de presque 50% la germination des spores de repos (Yu et
al., 2015) en modulant notamment la communauté microbienne du sol (Li et al., 2020). D’autres
microorganismes comme par exemple Bacillus velezensis et B. amyloliquefaciens répriment
I’infection primaire (Zhu et al., 2020) en produisant des antibiotiques et des peptides antimi-
crobiens. 1l a été aussi démontré que le microbiote racinaire a un impact sur le développement
de I’'infection et peut modifier la réponse transcriptomique aussi bien de la plante hote que celle

de P. brassicae (Daval et al., 2020).

3.1.4.3. Lutte génétique

L’un des meilleurs moyens de lutter contre la hernie des cruciféres reste a ce jour la lutte géné-
tique par la création de variétes résistantes. Chez B. oleracea les premiéres variétes résistantes
commercialisés étaient Clapton, Clarify, Tekila, Kilaton et Kilaxy et Mendel et Tosca chez B.

napus.
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Croisement / Chromosorme . Conditions
Population Nom QTL /Gro'upe de |lIsolat (Pathotype)| R2 (%0) particuliéres Ref
liaison
‘Darmor-bzh’ x A03b A03 K92-16 (P4) 92.52 | Dlunder N1 | Laperche et
Yudal’ A03bxC02 epistatic K92-16 (P4) 0.91 | DIunder N1 al., 2017
A05a A05 eH (P1) 2.42 | Dlunder N1
A07 A07 eH (P1) 1.48 | Dlunder N1
A09 A09 K92-16 (P4) 1.45 | Dlunder N1
C02 C02 eH (P1) 12.98 [ DI under N1
C02 C02 K92-16 (P4) 1.72 DI under N1
CO03 C03 eH (P1) 7.75 | Dlunder N1
C09 C09 eH (P1) 66.51 | DI under N1
A03b A03 K92-16 (P4) 92.82 | DI under N8
A05¢ A05 eH (P1) 1.04 | Dlunder N8
A07 A07 eH (P1) 0.58 | DI under N8
A09 A09 K92-16 (P4) 1.7 DI under N8
C02 C02 eH (P1) 1.84 | Dlunder N8
C02 C02 K92-16 (P4) 0.91 | DIunder N8
CO03 C03 eH (P1) 1.93 | DIunder N8
C09 C09 eH (P1) 86.83 | DIl under N8
Cc02 C02 eH (P1) 10.08 ADI
C09 C09 eH (P1) 48.7 ADI
472 accessions de MCR-A4 A04 (P4) 4.96 Lietal,
B.napus MCR-C3 C03 (P4) 4.81 2016
MCR-C3 Co03 (P4) 4.88
MCR-C9 C09 (P4) 4.21
SCR-Al0a Al10 (P4) 4.96
SCR-A10b Al10 (P4) 5.19
SCR-C3 C03 (P4) 4.34
SCR-C4a C04 (P4) 6.51
SCR-C4b C04 (P4) 4.79
SCR-C6 C06 (P4) 5.9
‘Darmor-bzh’ x NA LG DY 2 PB137-522 (P7) 15 Manzanares-
Yudal’ Pb-Bnl LG DY4 K92-16 (P4) 19.4 Dauleux et
NA LG DY15 K92-16 (P4) 13.4 al., 2000
Pb-Bnl LG DY4 PB137-522 (P7) | 98.1
population HD PbBn-01.07-1 NO3 1.07 44.5 Werner etal.,
DH914 PbBn-01.07-2 NO8 1.07 22.2 2007
PbBn-01.07-3 N13 1.07 28.6
PbBn-01:60-1 NO3 01:60 15.8
PbBn-01:60-2 N13 01:60 11.7
PbBn-01:60-3 N19 01:60 10.3
PbBn-01:60-4 N19 01:60 18.4
PbBn-1-1 NO3 1 51.3
PbBn-1-2 NO8 1 18.7
PbBn-a-1 NO8 a 31.9
PbBn-e4x04-1 N19 e4x04 42.3
PbBn-k-1 NO02 Kk 17.6
PbBn-k-2 NO3 K 67.5
PbBn-k-3 N15 k 14.7
PbBn-Korp-1 NO9 Korporal 12.4
PbBn-Korp-2 NO09 Korporal 12.7
PbBn-Korp-3 NO09 Korporal 18.3
PbBn-Korp-4 N16 Korporal 18.8
PbBn-Korp-5 N16 Korporal 11.7
84 HD Rcr10(ECDO1) A03 (P3A) 16.2 Yuetal., 2022
Rcr10(ECDO1) A03 (P3D) 27.3
Rcr10(ECDO01) A03 (P3H) 17.9
Rcr9(ECDO01) A08 (P3A) 43.3
Rcr9(ECDO01) A08 (P3D) 21.5
Rcr9(ECDO01) A08 (P3H) 43.1
Rcr9(ECDO01) A08 (P5X) 42.8

Tableau 1.5.: QTL et
génes majeurs identi-
fiés dans la réponse de
B. napus a P. brassi-
cae. Dans le tableau sont
présentés successive-
ment : La population uti-
lisée, le nom des QTL,
leur localisation chromo-
some/groupe de liaison),
I’isolat et le pathotype, la
variance  phénotypique
expliquée et les condi-
tions particuliéres de dé-
tection. Les génes et QTL
majeurs sont indiqués en
gras, les QTL présentant
un effet modifié par les
conditions abiotiques en
orange et les QTL présen-
tant un effet différent en
fonction  de I’isolat en
vert.
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Aujourd’hui plusieurs variétés résistantes existent mais pour la plupart portant des résistances
sous contr6le monogénique (et probablement le méme géne de résistance) qui ont une efficacité
limitée face a la diversité des isolats de P. brassicae. Le contournement de ces résistances est

observé couramment.

3.2. Les facteurs de résistance génétique identifiés chez les Brassicaceae

L’identification des génes de résistance a la hernie chez les Brassica et Arabidopsis ont permis
de mettre en évidence que certaines résistances identifiées dépendaient des isolats ou des con-
ditions abiotiques appliquées. Les résistances génétiques identifiées chez B. napus, B. oleracea,

B. rapa, B. nigra et A. thaliana sont présentées dans les sections suivantes.
3.2.1. Résistances identifiees chez B. napus

De nombreuses études ont conduit a la caractérisation de ’architecture génétique de la réponse
de B. napus a P. brassicae (Tableau 1.5.). En utilisant une population dhaploides doublés (HD)
issue du croisement B. napus Darmor-bzh x Yudal, Manzanares-Dauleux et al. (2000) ont iden-
tifié un géne majeur Pb-Bnl expliquant plus de 98% de la résistance observée et trois QTL
expliquant entre 13.4 et 19.4 % de la variabilité phénotypique en fonction de 1’isolat. Dix-neuf
QTL expliquant entre 10.3 et 67.5% de variabilité phénotypique ont également été détectés vis-
a-vis de 7 isolats de P. brassicae par Werner et al. (2008) sur la population d’HD issue d’un
croisement entre un colza synthétique résistant et le cultivar sensible « Express ». Dix QTL a
effet mineur, expliquant moins de 5.19% de la variabilité phénotypique, ont été identifiés sur
une population de 472 accessions de B. napus (Li et al., 2016b). Parmi ces locus, MCR-C9 et
SCR-C6 contiennent entre 18 et 10 genes organisés en clusters codant des TIR-NBS-LRR (Li
et al., 2016b). L’utilisation d’une lignée issue du croisement interspécifique entre la lignée ré-
sistante B. rapa ECDOL et la lignée sensible B. napus DH16516 a permis la production de 84
haploides doublées et I’identification de deux QTL, Rcr105€P% et ReroECPOl (Yy et al., 2022).
Ces deux locus sont localisés sur les chromosomes A03 et A08, respectivement, et conférent
une résistance a plusieurs pathotypes de P. brassicae dont les pathotypes 3A, 3D et 3H pour le
Rcr10ECP% et les pathotypes 3A, 3D, 3H et 5X pour RcrofcP(yuy et al., 2022). Les travaux de
Laperche et al. (2017) et Aigu et al. (2022) rapportent I’identification de plusieurs QTL a effets

majeur et modéré pour deux isolats et dont I’effet de certains dépend de ’apport en azote.
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Tableau 1.6. : QTL et genes majeurs identifiés dans la réponse de B. oleracea a P. brassi-
cae. Dans le tableau sont présentés successivement : La population utilisée, le nom des QTL, leur loca-
lisation (chromosome/groupe de liaison), I’isolat et le pathotype, la variance phénotypique expliquée et
les conditions particuliéres de détection. Les génes et QTL majeurs sont indiqués en gras et les QTL
présentant un effet différent en fonction de I’isolat en vert.

Croisement / Population | NomQTL G(r:g;?gzol?;?scl)n Isolat (Pathotype) | R2 (%0) Ref
107 HD pb-3 LG 3 ECD16/3/30 54 Voorips et
pb-4 LG1 ECD16/3/30 6 al., 1997
population F3 issue du |PbBo(Anju)l 02 (P4) 47 Nagaoka et
croisement entre Anju (R) |PbBo(Anju)2 02 (P4) 4 al., 2010
et GC (S) PbBo(Anju)3 03 (P4) 9
PbBo(Anju)4 o7 (P4) 3
PbBo(GC)1 05 (P4) 9
HDEM x C10 Pb-Bol Bol Ms6 (P1) 34 |Rocherieux et
Pb-Bol Bol K92 (P2) 774 | al., 2004
Pb-Bol Bol Pb137-522 (P7) | 80.7
Pb-Bol Bol K92-16 (P4) 68
Pb-Bol Bol eH (P1) 20.7
Pb-Bo2 Bo5h Ms6 (P1) 6.8
Pb-Bo2 Bo2 K92 (P2) 2.5
Pb-Bo2 Bo2 eH (P1) 21
Pb-Bo3 Bo3 Pb137-522 (P7) 4.7
Pb-Bo4 Bo4 K92-16 (P4) 2.8
Pb-Bo5a BO5a Ms6 (P1) 4.3
Pb-Boba Bob5a K92-16 (P4) 3.3
Pb-Bo5a Boba eH (P1) 4.2
Pb-Bo5b Bo5b Ms6 (P1) 3
Pb-Bo5b Bo5b eH (P1) 6.1
Pb-Bo8 Bo8 K92 (P2) 2.1
Pb-Bo9a Bo9a eH (P1) 5.5
Pb-Bo9b Bo9b Ms6 (P1) 3.4
F2 issues du croisement | gCRc4-1 C04 (P4) Ceetal.,,
entre le chou « GZ87 » gqCRc7-1 C07 (P4) 2021
résistant a la hernie (R) qCRc7-2 Co7 (P4)
(contre larace 4) et le gCRc7-3 C07 (P4)
chou sensible (S) « 263 ». | qCRc7-4 C07 (P4)
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En effet, ’effet du QTL identifié sur le chromosome C09 et conférant une résistance aux isolats

K92-16 et eH dépend de 1’apport azoté.

3.2.2. Résistances identifiées chez B. oleracea

Chez B. oleracea, plusicurs QTL de résistance, qu’ils soient a effet majeur ou modéré ont éga-
lement été identifiés (Tableau 1.6.). Rocherieux et al. (2004) ont rapporté 9 QTL, expliquant
entre 2.8 et 80.7% de la variabilité phénotypique, impliqués dans la résistance dans une popu-
lation issue du croisement entre I’accession de chou fourrager C10, résistante et le brocoli sen-
sible, HDEM. Parmi ces QTL, le QTL Pb-Bol, identifié vis-a-vis de tous les isolats évalués, a
montré un effet fort face aux isolats Pb137-522, K92 et K92-16 (R2 supérieurs a 68%) et un
effet plus faible (R2 inférieur a 35%) face aux isolats Ms6 et eH (Rocherieux et al., 2004). Cing
QTL, expliquant entre 3 et 47 % de la variabilité phénotypique, ont été identifiés sur une popu-
lation issue du croisement entre deux lignées HD : Anju, résistante et GC, sensible (Nagaoka et
al., 2010). Plus récemment, Ce et al. (2021) ont identifié quatre nouveaux QTL sur une popu-
lation issue du croisement entre le cultivar résistant GZ87 et le chou sensible ‘263°. Sous le
QTL qCRc7, deux génes induits chez le génotype résistant et réprimés chez le génotype sensible
ont été identifiés et codent un « FCS-like zing finger » pour Bol037115 et un récepteur de type
LRR pour Bol042270 (Ce et al., 2021).

3.2.3. Resistances identifiées chez B. rapa

La résistance a la hernie chez B. rapa a été identifiée comme sous contrdle polygénique ou
contr6lée par des genes majeurs en fonction des génotypes résistants étudiés (Tableau 1.7.). Le
locus Cra a €té identifié dans une population issue du croisement entre des haploides doublés
de choux chinois B. rapa ssp. pekinensis (Matsumoto et al., 1998) dont la cartographie fine a
permis I’identification de geénes de la classe des TIR-NBS-LRR au sein de cette région (Ueno
et al., 2012). Les loci Crrl et Crr2 (Suwabe et al., 2003) ont été identifiés sur une population
issue du croisement entre B. rapa L. ‘G004°, résistant, et ‘Hakusai Chukanbihon Nou 7°, sen-
sible. Le locus Crrl a été plus tardivement identifié comme étant composé de deux loci : Crrla
et Crrlb (Hatakeyama et al., 2013). L’utilisation de la population issue du croisement Shinkin
x 94SK a permis I’identification du locus Crb (Piao et al., 2004). Chez B. rapa ssp. campestris,
le locus Crr3 (Hirai et al., 2004) a été identifié a partir d’une population issue du croisement

entre le génotype résistant N-WMR-3 et la lignée haploide doublée sensible, A9709.
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Tableau 1.7. : QTL et genes majeurs identifiés dans la réponse de B. rapa a P. brassicae.
Dans le tableau sont présentés successivement : La population utilisée, le nom des QTL, leur localisation
(chromosome/groupe de liaison), I’isolat et le pathotype, la variance phénotypique expliquée et les con-
ditions particulieres de détection. Les génes et QTL majeurs sont indiqués en gras.

Chromosome /

Croisement / Population Nom QTL Groupe de Isolat R2 (%) Ref
. (Pathotype)
liaison
A — Berl A03 Pbh 33.3 Zhan et al., 2022
F2 817" x 7255 Ber2 A0S Pbh 133
BraA3P5G.CRa/b 1.1 A03 (P5G) 23.3  |Fredua-Agyeman etal., 20
BraA3P5G.CRa/b “*"°1.2 A03 (P5G) 21.8
F2 ECD02 x CR2599: F2 | BraA3P5G.CRa/h *°1.2 A03 (P5G/P5X) 325
ECDO02 x CR1505 BraA3P5X.CRa/b **°1.1 A03 (P5X) 45
BraA3P5X.CRa/b **°1.2 A03 (P5X) 51
BraA3P5X.CRa/b 1.2 A03 (P5G/P5X) 35.6
F2 T136-8 x Q5 Cra LG3 (P2) majeur |Matsumoto et al., 1998
F, CR Shinki x 94SK Crb (P4) majeur |Piao etal., 2004
F2 de "Cr Kanko" x "Q5" CRc LG R2 ? majeur |Sakamoto et al., 2008
F2 de "Cr Kanko" x "Q5" CRk LG R3 M85 (P2), K04 majeur
Suwabe et al., 2003
F2 A97 4 1 Al Ano-01 (P ! !
A9709 x GO0 Crrla 08 no-01 (P3) Hatakeyama et al., 2012
F2 A9709 x G004 Crrlb A08 Ano-01 (P3)
F2 A9709 x G004 Crr2 A0l Ano-01 (P3) Suwabe et al., 2003
F3 A9709 x N-WMR-3. Crr3 Ano-01 (P3) majeur |Hirai etal., 2003
F2 17033820 x BP097 Pb-Br3 LG R3 SSI179-2-1 (P4) 14.9 Cho etal., 2012
F2 17033820 x BP097 Pb-Br8 LGR8 SSI179-2-1 (P4) 19.1
F2 A9709 x G004 Rerl A03 Chuetal., 2014
T19 x ACDC Rcrd A03 (P2) 85 Yuetal., 2017
Rcr4 A03 (P3) 92
Rer4 A03 (P5) 94
Rer4 A03 (P6) 93
Rer4 A03 (P8) 93
Rer8 A02 (P5X) 36
Rcr9 A08 (P5X) 39
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Deux autres loci a effet majeur, CRk et CRc ont été identifiés chez des lignées haploides dou-
blées résistants a divers isolats de P. brassicae (Sakamoto et al., 2008). Cho et al. (2012) ont
identifié deux QTL, Pb-Br3 et Pb-Br8 expliquant 14.9 et 19.1% de la variabilité phénotypique,
respectivement. Ces deux QTL ont été identifiés sur une population de 149 individus issus du
croisement entre un navet résistant (1IT033820) et un chou sensible (BP079). Les génes de re-
sistance Rcr4, Rer7, Rer8 et Rer9 ont été identifiés sur une population issue du croisement entre
la lignée résistante B. rapa T19 et la lignée sensible ACDC (Yu et al., 2017b). Ces génes de
résistance ont des effets modérés a majeurs avec une variabilité phénotypique expliquée entre
36 et 92%. Fredua-Agyeman et al. (2020) ont détecté 4 QTL d’effet faible a modéré (entre 4.5
et 35% de variance phénotypique expliquée) sur deux populations, issues du croisement du
génotype résistant ECD02 avec deux génotypes sensibles. Deux locus, Bcrl et Ber2 ont été
identifiés sur une population F2 issue du croisement entre un navet résistant et un sensible ex-
pliquant 33.3 et 13.3% de la variabilité phénotypique et sous lesquels se trouvent trois et deux
génes codant des TIR-NBS-LRR, respectivement (Zhang et al., 2022b). Chez B. nigra, un QTL
a été identifié sur le chromosome B03 qui présente des homologies de séquence avec le chro-
mosome A08 de B. rapa (Chang et al., 2019).

3.2.4. Résistances identifiées chez A. thaliana

Fuchs (1996), a identifié une région d’intérét appelée RPB1, localisée sur le chromosome 1 et
conférant une résistance a 1’isolat €. L’intervalle de confiance de RPB1 a été affiné (Arbeiter et
al., 2002) et les génes causaux RPB1 et RPB1-like-4 ont récemment été validés a travers une
approche de production de mutant CRISPR KO dans plusieurs fonds génétiques (Ochoa et al.,
2023). Jubault et al. (2008) ont détecté 4 QTL additifs contrblant la résistance partielle portée
par Bur-0, en utilisant une population RIL issue du croisement entre 1’accession Bur-0, et 1’ac-
cession sensible, Col-0 (Alix et al., 2007). Les QTL Pb-Atl, Pb-At4, Pb-At5.1 et Pb-At5.2,
respectivement localisés sur les chromosomes 1, 4 et 5 d’A. thaliana conferent une résistance
partielle a Arabidopsis lorsqu’ils portent 1’alléle de Bur-0. Quatre QTL a effet épistatique ont
également éte identifiés sur les chromosomes 1, 2 et 4. (Fig. 1.49.). Le QTL Pb-At5.2 expliquant
22.6% de la variance phénotypique a été finement cartographié au sein du laboratoire. La créa-
tion de mutants CRISPR cas-9 a également permis de valider I’implication de deux geénes sous-
jacents au QTL dans la résistance partielle a la hernie : AT5G47260 et AT5G47280 codant des
récepteurs de type NLR (Liegard et al., 2019a).
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Figure 1.49. : QTL additifs et épistatiques contrdlant la résistance partielle a P. brassicae
identifiés dans la population recombinante issues du croisement Bur-0 x Col-0. Chague nom
de marqueur est constitué du numéro du chromosome et de sa position physique en kb. Les QTL additifs
détectés dans la population RIL sont indiqués par des barres de couleur noire. La longueur de la barre
est égale a l'intervalle de confiance déterminé avec une probabilité d’un LOD. Les interactions épista-
tiques significatives détectées par une recherche compléte par paires sont indiquées par des paires de
barres hachurées (Jubault et al., 2008b).
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3.3. Impact de I’infection par P. brassicae sur la plante hote

L’infection de la plante hote par P. brassicae conduit & de nombreuses modifications, & la fois
morphologiques, hormonales et physiologiques qui s’accompagnent d’une reprogrammation
importante de 1’expression des genes et des processus épigénétiques. Dans cette partie seront
présentées ces modifications lors de la réponse de sensibilité et de résistance de la plante hote

a I’infection par P. brassicae.

3.3.1. Modifications morphologiques

L’infection des poils racinaires des plantes par P. brassicae n’entraine pas de symptdme mor-
phologique visible lors de la phase primaire d’infection. Des symptomes au niveau racinaire
apparaissaient au cours de I’infection des cellules du cortex lors de la phase secondaire d’infec-
tion (Kageyama & Asano, 2009). La prolifération des zoospores secondaires entraine une divi-
sion cellulaire accrue (hyperplasie) et un élargissement (hypertrophie) des cellules du cortex ce
qui conduit, a la fin du cycle de développement de 1’agent pathogene, au remplacement du
systéme racinaire de 1’hote par des galles (Kobelt et al., 2000; Dixon, 2009b). Cette modifica-
tion majeure de la structure racinaire des plantes hotes perturbe 1’absorption de nutriments et la
circulation de I’eau dans la plante. Aux stades avancés de la maladie, les parties aériennes des
plantes flétrissent, présentent une accumulation d’anthocyanes, se nécrosent voire tombent. Les

galles pourrissent et la maladie se termine par la mort de la plante (Dixon, 2009a).

3.3.2. Bouleversement du contenu hormonal de la plante hote

Dés les premiéres heures de I’infection et au cours de I’infection des plantes par P. brassicae,

un bouleversement hormonal est observé chez la plante hote.
Cytokinines (CK)

L’accumulation des CK observée dans les racines des plantes infectées pourrait tre d’origine
pathogénique et serait impliquée dans I’induction de la multiplication cellulaire (Muller & Hil-
genberg, 1986; Devos et al., 2006). Les spores de P. brassicae sont capables de synthétiser de
faibles quantités de cytokinines (Muller & Hilgenberg, 1986), insuffisantes toutefois pour im-

pacter le développement de 1’hote (Malinowski et al, 2016).
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Au niveau transcriptomique, de nombreuses études rapportent de la modulation de genes im-
pliqués dans la biosynthese ou la dégradation des CK mais la temporalité de cette expression
varie beaucoup entre especes hotes. Chez A. thaliana, les voies de dégradation et biosynthese
des CK sont réprimées durant 1’infection primaire par P. brassicae (Siemens et al., 2006; Ma-
linowski et al., 2016) et I’accumulation de cytokinines se dérouleraient au début de 1’infection
secondaire, lors de I’étape d’initiation de la division cellulaire (Devos et al., 2006). Chez B.
napus, une augmentation de la teneur en cytokinines est rapportée dés deux jours apres 1’infec-
tion (Prerostova et al., 2018). Chez B. rapa, I’induction de génes impliqués dans la biosynthése
des CK a été observée lors des phases primaire et secondaire (Laila et al., 2020) et une accu-

mulation de la teneur des CK 25 jours aprés 1’infection (JAI) (Dekhuijzen, 1980).
Auxine

L’implication de I’auxine dans I’infection des plantes par P. brassicae a été démontrée de nom-
breuses fois. Cependant, ’accumulation d’auxine dans les racines est trés variable entre les
especes hotes au cours du cycle de I’infection. Une augmentation de la quantité d’auxine a été
enregistrée chez B. rapa (Ludwig-Miiller et al., 1993; Devos et al., 2005) a 10/12 et 6 JAI.
Cependant, chez B. rapa, une baisse de la quantité d’auxine a été observée a 14 et 21 jours
(Ludwig-Miiller et al., 1993; Devos et al., 2006). Chez B. napus, Prerostova et al. (2018) ob-
servent une accumulation d’auxine tout au long du cycle de I’infection. Chez B. rapa, une ac-
cumulation d’auxine est rapportée durant les trois premieres jours de 1’infection avant de dimi-
nuer jusqu’a 20 jours apres 1’infection (Wei et al., 2023). Ces résultats contradictoires peuvent
étre dus a la difficulté d’extraire ’auxine ou a la diversité des points cinétiques et des especes

considérées (Ludwig-Miller, 2009).

Chez A. thaliana I’infection conduit a I’expression de plusieurs nitrilases — impliquées dans la
biosynthése de 1’auxine — lors de la formation des galles (Grsic-Rausch et al., 2000). D’autres
genes, codant des récepteurs de 1’auxine, TIR1, AFB1 et ABP1 et des cibles (GH3) de facteurs
de transcription répondant a I’auxine (AUXINE RESPONSIVE FACTOR : ARF) sont significa-
tivement induits lors de I’infection (Jahn et al., 2013; Irani et al., 2018). Chez B. rapa, deux
génes BrPIN1 — impliqués dans le transport de 1’auxine — et BrDCK1 — codant un récepteur de

I’auxine — sont induits durant I’infection des cellules du cortex (Robin et al., 2020).
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Figure 1.50. : Evaluation du role de I’acide jasmonique (JA) dans la réponse d’A. thaliana
a la hernie. A) Impact de ’application de 50 uM de méthyljasmonate (MeJA) tous les deux jours
durant I’infection jusqu’a 21 jours sur la réponse de 1’écotype sensible Col-0 a la hernie, barre d’échelle
= 1.6 cm, B) Evaluation quantitative des symptomes a 21 dpi en utilisant I'indice de la maladie GA/LA,
exprimant la surface des galles par rapport a la taille des feuilles de la rosette, chez des plantes traitées
(ou non) avec 1mL de JA a 50 uM tous les deux jours dix jours aprés 1’infection jusqu’a 21 jours aprés
I’infection. Les barres d'erreur représentent 1’écart type SE (12 plantes par bloc, 4 blocs randomisés).
Les astérisques indiquent des différences statistiquement significatives selon les tests de Wald appliqués
sur un modeéle linéaire mixte, * p-value <0,05. C) Symptome chez I’écotype sensible Col-0 (gauche) et
deux mutants altérés dans la voie des JA dont jarl (centre) et coil (droite) 31 jours aprés I’infection.
Barre d’échelle = 1cm. (Agarwal et al., 2011; Lemarié et al., 2015a)
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Chez les Brassicacées, la syntheése des glucosinolates est liée a celle de 1’auxine, il est donc
possible que I’augmentation des teneurs en glucosinolates dans les tissus infectés soit impliquée
dans la synthése d’auxine. Chez le chou chinois, Ludwig-Mdiller et al. (1997) démontrent que
la teneur en glucosinolates augmente chez deux variétés sensibles a la hernie et reste stables
chez les génotypes résistants. Des mutants chez A. thaliana altérés dans la voie de biosynthese
des glucosinolates, montrent une résistance plus importante a la hernie. En effet, par 1’action
des myrosinases, les glucosinolates peuvent étre transformés en 3-indole-acétonitrile (IAN) qui
peut ensuite étre transformé en auxine (acide 3-indole-acétique (IAA)). L’expression de la my-
rosinase a d’ailleurs ét¢ démontrée dans les tissus infectés de choux chinois 28 jours apres

I’inoculation (Grsic et al., 1999).
Acide abscissique (ABA)

La formation des galles au niveau des racines des plantes infectées conduit a une altération du
circuit de I’eau dans la plante. La diminution de la conductance stomatique observée par Evans
& Scholes (1995), I’augmentation de la teneur en ABA au niveau des tissus infectés chez B.
rapa (Devos et al., 2005) et B. napus (Jayasinghege et al., 2023) et I’induction de génes répon-
dant a la sécheresse chez A. thaliana — par exemple RAB18 (responsive to ABA), RD20 et RD22
(responsive to dehydration) — suppose, lors de I’infection par P. brassicae, une réponse de la

plante en partie similaire a la réponse de la plante a un stress hydrique.
Acide jasmonique (JA)

Une surexpression des genes impliqués dans la biosynthése (LOX2) et dans la réponse au jas-
monate (THI2.1, ARGAH2 et NATA1) a été observé durant I’infection (Siemens et al., 2006;
Agarwal et al., 2011; Gravot et al., 2012; Jubault et al., 2013). Une accumulation de JA a été
observée chez certains génotypes, dont 1’écotype sensible Col-0, qui représenterait ainsi une
réponse de défense basale de la plante, mais insuffisante pour limiter les symptomes de la hernie
(Lemarié et al., 2015a). Bien que 1’application de JA sous sa forme méthylée (meJA) conduise
a une réduction des symptomes (Lemarié et al., 2015a) (Fig. 1.50. A et B), des mutants altérés
dans la voie de signalisation des JA présentent un indice pathologique égal a celui de I’écotype

sauvage Col-0 (Agarwal et al., 2011) (Fig. 1.50.C).
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Figure 1.51. : Evaluation du role de I’acide salicylique (SA) dans la réponse des Brassica
a la hernie. A) B. campestris (B. rapa) de 40 jours traité avec 0.6 mM de SA dix jours aprés la germi-
nation et tous les jours pendant quatre jours, non inoculée (Control) ou inoculée avec P. brassicae. B)
Effet d’un traitement au SA de a. 0 mM, b. 0.5 mM, c. ImM et d. 2.5mM appliqué 24h avant I’inocula-
tion par P. brassicae. Barre d’échelle = 2 cm. Et C) Evaluation quantitative des symptdmes a 21 dpi en
utilisant I'indice de la maladie GA/LA, exprimant la surface des galles par rapport a la taille des feuilles
de la rosette, chez des plantes traitées (ou non) avec 1mL de SA a 500 uM tous les deux jours, dix jours
apres 'infection et jusqu’a 21 jours apres I’infection. Les barres d'erreur représentent 1’écart type SE
(12 plantes par bloc, 4 blocs randomisés). Les astérisques indiquent des différences statistiquement si-
gnificatives selon les tests de Wald appliqués sur un modéle linéaire mixte, * p-value <0,05. (Lovelock
et al., 2013; Lemarié et al., 2015a; Xi et al., 2021).
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Acide salicylique (SA)

L’accumulation d’acide salicylique (SA) est associée a la résistance partielle de 1’écotype Bur-
0 (Jubault et al., 2013; Lemarié et al., 2015a), et I’application exogeéne de SA lors de I’infection
de B. rapa, B. oleracea et A. thaliana conduit a une réduction des symptémes (Lovelock et al.,
2013; Lemarié et al., 2015a; Xi et al., 2021) (Fig.1.51. A, B et C). Toutefois, dans une étude
transcriptomique récente réalisée chez des lignées résistantes de B. rapa, I’expression de génes
impliquées dans I’accumulation de I’acide salicylique est réduite comparée au génotype sen-

sible (Wei et al., 2021b).
Ethyléne (ET)

L’éthylene était considéré comme un régulateur mineur de la résistance des plantes a la hernie
(Knaust & Ludwig-Miiller, 2013) mais récemment, 1’éthyléne a ét€¢ montrée comme impliquée
dans la résistance de la plante lors de 1’infection primaire tout en favorisant le développement

de I’agent pathogéne lors de I’infection secondaire (Wang et al., 2022).

3.3.3. Détournement du métabolisme

Métabolisme carboné

De par sa nature biotrophe, P. brassicae est dépendant des ressources énergeétiques de son hote
pour se développer et I’hypothése que les ressources carbonées de la plante hote soit détournées
au profit de I’agent pathogéne a été émise par Evans & Scholes (1995). Cette hypothése con-
corde avec les observations réalisées sur le métabolisme carboné chez les plantes infectées. Le
contenu en sucres est augmenté dans les tissus infectés (Brodmann et al., 2002). Chez B. rapa,
la quantité de glucose et de fructose est réduite dans les feuilles et augmentée dans les racines
apres I’infection, suggérant une translocation des sucres des parties aériennes aux racines apres
I’infection (Li et al., 2018b). Par ailleurs, quatorze transporteurs de sucres sont induits durant
I’infection de B. rapa par le pathogene, parmi eux, le transporteur SWEET11a a été fonction-
nellement validé chez A. thaliana puisque le mutant-KO sweetlla présente une infection retar-
dée comparé a un écotype sauvage, suggérant leur role essentiel dans le développement de la
maladie (Li et al., 2018b). Plusieurs invertases, hydrolysant le sucrose en monomeéres d’hexose,
dont I’invertase pariétale AtcwINV1 et I’invertase vacuolaire ATBfruct4, sont induites dans les

galles (Siemens et al., 2011).
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Figure 1.52. : L’inhibition de I’arginase ARGAH2 conduit & une augmentation des symp-
tdmes. A) lllustration des symptomes de la hernie chez un individu Columbia sauvage (Col-0) et chez
le mutant argah2 a 21 jours aprés inoculation (21 JAI). B) Evaluation quantitative des symptémes a 21
dpi en utilisant I'indice de la maladie GA/LA, exprimant la surface des galles par rapport a la surface
des feuilles de la rosette. Les barres d'erreur représentent 1’écart type SE (n=8, et chaque répétition est
composée d'au moins sept plantes). Les astérisques représentent des différences statistiquement signifi-
catives avec le t-test (p-value < 0,05). Figure adaptée de Gravot et al. (2012).
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Les spores de P. brassicae sont également capables de produire du sucre, et notamment du

tréhalose qui s’accumule dans les tissus infectés (Brodmann et al., 2002).
Métabolisme spécialisé

Certains métabolites spécialisés induits lors de conditions particuliéres par la plante (environ-
nements défavorables et/ou attaques d’agents pathogeénes) sont également accumulés dans les
tissus infectés par P. brassicae. Chez A. thaliana on observe une augmentation de la teneur en
naringenine (flavonoides) dans les galles a la fin de 1’infection secondaire (P&sold et al., 2010).
ainsi qu’une augmentation de 1’expression des génes impliqués dans la biosynthése des flavo-
noides dans les tissus infectés, des les premicres 48h suivant I’infection (Siemens et al., 2006;
Zhao et al., 2017a). Cependant, le mutant tt4, qui n’accumule pas de flavonoides, présente
moins de symptdmes et pourrait suggérer un réle de ces composés dans les réponses de résis-
tance de la plante (Pésold et al., 2010).

Nutrition azotée et aminée

Le génotype « Yudal » de B. napus présente une résistance a la hernie en condition de limitation
en azote associée a la régulation de certains génes impliqués dans 1’absorption du nitrate, NRT2
et NR ce qui pourrait suggérer une réponse croisée entre la nutrition de la plante et la résistance
partielle & la hernie (Aigu et al., 2022). L’altération de I’expression de I’arginase ARGAH2,
enzyme impliquée dans la remobilisation de 1’azote, la défense des plantes aux insectes phyto-
phages et dans la limitation de la prolifération cellulaire, entraine de plus grand symptémes
chez A. thaliana et fait partie de la défense basale de Col-0 (Gravot et al., 2012) (Fig.1.52.).

3.3.4. Modifications épigénétiques chez la plante hote suite a I’infection par

P. brassicae

Seules quelques études se sont focalisées sur I’implication des mécanismes €pigénétiques dans
la réponse a I’infection par P. brassicae et ne concernent que les ARN non codants (miARN et
IncCARN).

Implication des miRNA dans la réponse des Brassica a la hernie des cruciféres

Les résultats de six études concernant I’impact de I’infection par la hernie sur le niveau d’ex-

pression des mMiRNA chez B. napus, B. rapa et B. juncea sont présentés dans le Tableau 1.8.
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Tableau 1.8. : Liste des miARN impliqués dans I’interaction Brassica-P. brassicae. Dans les
colonnes sont indiqués, de gauche a droite : les familles des miARN identifiées, le nom des miARN,
I’espeéce et la sensibilité/résistance du génotype évalué ainsi que le pathotype de P. brassicae utilisé. Les
temps cinétiques de prélévement variant entre chaque étude, nous avons regroupé les temps par phase
d’infection : primaire (72h/3 JAI) et secondaire (9 a 20 JAI). L’induction des miARN lors de I’infection
est représentée par un rectangle vert et une répression par un rectangle rouge.

Famille miARN mIARN Espéce Suceptible / Pathotype Infection primaire Infection secondaire References
Resistant 72 h 3JAI 9 JAI 10 JAI 15 JAI 20 JAI
ahy-miR156b-3p napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
ath-miR156h napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
bdi-miR156 napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
MIR156 ath-miR157a napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
ahy-miR156¢ napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
miR156_2 juncea Suceptible |? Caietal., 2023
miR156e-3p juncea Suceptible |? Cai et al., 2023
bra-miR319-3p rapa Suceptible P4 Wei et al., 2023
miR319a-3p juncea Suceptible |? Caietal., 2023
MIR159 ath-miR159a napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
zma-miR159e napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
agc-miR159 napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
0sa-miR160e napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
MIR160 ppt-miR160C napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
aqc-miR160a napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
miR160a-5p juncea Suceptible |? Cai et al., 2023
MIR162 0sa-miR162b napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
miR162-39 juncea Suceptible |? Caietal., 2023
bra-miR164b-5p rapa Suceptible (P4 Wei et al., 2023
bra-miR164e-5p rapa Suceptible P4 Wei et al., 2023
MIR164 miR164a rapa pekindResistant P4 Wei et al., 2016
bra-miR164a rapa pekingResistant P4 Wei et al., 2016
0sa-miR164c napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
miR164-c juncea Suceptible |? - Caietal., 2023

zma-miR166n napus Suceptible P3 Verma et al., 2014

® DD ®®mD®® DD 0% %% %% % %00 %% %% 0% %0 %% 0% %%®0%%® %% % ® 0%

MIR166 0sa-miR166e napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
zma-miR166¢ napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
bra-miR167a rapa Suceptible (P4 Wei et al., 2023

MIR167 ahy-miR167-3p napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
miR167a juncea Suceptible |? Caietal., 2023

MIR168 bna-miR168b napus Resistant P4 Lietal., 2021
mtr-miR169f napus Suceptible P3 - Verma et al., 2014
ath-miR169a napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
ath-miR169d napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
ath-miR169h napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
bna-miR169¢ napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014

MIR169 bna-miR169m napus Resistant P4 Lietal., 2021
miR169m juncea Suceptible |? - Cai et al., 2023
bna-miR169n napus Resistant P4 Lietal., 2021
mtr-miR169d napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
mtr-miR169e napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
bdi-miR169b napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
ath-miR172b napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
ath-miR172c napus Suceptible P3 Verma et al., 2014

MIR172 bra-miR172b napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014
ptc-miR172i napus Suceptible P3 Verma et al., 2014
wi-miR172a napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014

MIR2111 bra-miR2111b-3p rapa pekingResistant P4 Wei et al., 2016
bna-miR395d napus Resistant P4 Lietal., 2021

MIR395 miR395a juncea Suceptible |? Caietal.,, 2023
miR395b juncea Suceptible |? Caietal., 2023

MIR396 ath-miR396a napus Suceptible  [P3 Verma et al., 2014

MIR529 ppt-miR529g napus Suceptible P3 Verma et al., 2014

MIR854 ath-miR854a napus Suceptible  [P3 - Verma et al., 2014

WiRiggs |MIR1885a rapa Resistant [P - Paul et al., 2021
miR1885a rapa Resistant P4 Paul et al., 2021
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Chez des génotypes sensibles a la hernie, les membres de la famille MIR160, MIR166 et

MIR169 sont induits lors de la phase secondaire d’infection (Verma et al., 2014; Li et al.,
2021b) et les membres de la famille MIR159, dont miR319 (Wei et al., 2023) et miR159 ainsi
que MIR172, MIR396, MIR529 (Verma et al., 2014) sont réprimeés durant les phases primaires
et secondaires de ’infection. L expression dans les tissus infectés des membres de la famille
MIR164 est plus contrastée. En effet, bra-miR164b-5p est induit chez un génotype sensible de
B. rapa au début de I’infection primaire mais réprimé au début de la phase secondaire (Wei et
al., 2023). Au niveau de la famille MIR167, le miARN bra-miR167a est induit lors de la phase
primaire d’infection mais réprimé lors de la phase secondaire (Wei et al., 2023). Si quatre des
miARN de la famille MIR156 sont induits dans les tissus infectés d’un génotype sensible, le
miARN ahy-miR156b-3p est induit durant la phase de transition entre les phases primaire et
secondaire de I’infection mais réprimé lors de la phase secondaire d’infection (Verma et al.,
2014). Le miARN ath-miR854a est réprimé lors de la phase de transition de I’infection et induit
lors de I’infection secondaire (Verma et al., 2014). L’étude de Cai et al. (2023) sur un génotype
sensible de moutarde (B. juncea) a également mis en avant le role des miARN des les premiéres
heures de I’infection primaire. MIR156, MIR162, MIR164, MIR167 et MIR395 sont réprimés
tandis que MIR169, MIR160 et MIR319 sont induits durant les premiers stades de 1’infection
(72 heures aprés I’infection). Dans leurs travaux, Wei et al. (2023) ont identifié Bra-miR164e-
5p, bra-miR164c-5p, et bra-miR164b-5p comme régulant négativement trois genes, Bra001480
(NAC1), Bra028685 (NAC4) et Bra030820 (NAC1), codant des protéines impliquées dans la
régulation de la teneur en auxine et éthylene et dans le développement latéral des racines.
D’autres paires de miARN/mARN, tel que le couple bra-miR319a-5p et Bra018280 (TCP10)
sont impliqués dans la modulation les signaux et I’inhibition de la synthése d’auxine (Wei et

al., 2023).

Une étude plus récente a permis de valider fonctionnellement le réle de miR167 dans la réponse
des Brassica a la hernie (Liao et al., 2023). Le clonage et la transformation médiée par Agro-
bacterium d’A. thaliana a permis de créer deux lignées surexprimant ou réprimant bra-miR167
(STTM164a). La lignée surexprimant bra-miR167a chez A. thaliana présentant des symptomes
plus importants que la lignée STTM164a, réprimant 1’expression de miR167a, suggere un réle
de ce miARN dans le développement des galles. Les auteurs ont également montré que le réle
de miR167a dans la réponse de sensibilité a la hernie semble avoir lieu a travers la répression
de ses cibles TIR1, AFB2 et AFB3, genes impliqués dans la modulation de 1’accumulation

d’auxine et a travers la répression de genes de défense tels que PR1, PR5 et MPKa3.
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Chez des génotypes résistants, les familles MIR168 et MIR169 (Li et al., 2021b) sont induites
lors de I’infection secondaire de B. napus et le miR164a est réprimé chez un génotype résistant
de B. rapa (Wei et al., 2016). Ces travaux ont étudié le réle des miRNA de maniere globale. Le
travail de Paul et al. (2021), sur B. rapa, rapporte le rdle d’un miRNA précis, miR1885. Il existe
deux formes de miR1885 ; miR1885a et miR1885h. MiR1885a et b sont significativement in-
duits dans les premicres étapes de I’infection primaire dans le génotype résistant a la hernie,
CR Shinki et sont exprimeés seulement 15 jours apreés infection chez le génotype sensible 94SK.
Parmi les 16 cibles identifiees pour miR1885a et b, une stricte complémentarité a été trouvée
entre miR1885b et les génes Bra019412 et Bra019410, localisés au niveau du locus Crb iden-

tifié chez B. rapa, codant tres probablement une protéine avec un domaine TIR.
Implication des INcARN dans la réponse des Brassica a la hernie des cruciferes

L’implication des longs ARN non codants (IncARN) n’a été évaluée que dans I’interaction B.
napus-P. brassicae. Cing cent trente INCARN répartis de maniere homogene sur le génome, ont
été détectés comme différentiellement exprimés entre un génotype sensible et un génotype ré-
sistant au cours de I’infection (Summanwar et al., 2019). Sur ces 530 INnCARN, 345 étaient
induits et 185 réprimés chez le sensible et 170 induits et 337 réprimés chez le résistant au cours
de I’infection. Huit IncARN ont été détectés spécifiquement chez le sensible et 15 chez le ré-
sistant. Tous les INcARN différentiellement exprimés entre le génotype résistant et le sensible
seraient potentiellement impliqués dans la régulation d’ARN messagers et de miARN. Par
exemple les INcARN LNC_001065, LNC_001165 et LNC 001146 ciblent des génes impliqués
dans la défense des plantes. Le LNC 001167 a été prédit par Summanwar et al. (2019) comme
impliqué dans la régulation de trois genes de résistance codant des récepteurs « toll interleukin
1 receptor nucleotide-binding site LRR ». Ces auteurs ont également prédit que certains
IncARN identifiés dans leurs travaux étaient impliqués dans le contr6le des miARN. Ainsi
LNC _ 001191 serait potentiellement impliqué dans la régulation de bna-miR6028. Certains
IncARN possedent une structure en épingle a cheveux et ont d’ailleurs été prédits comme des
précurseurs de miRNA, comme par exemple LNC_001710 qui a été prédit comme un précur-
seur de miRNA-160a (Summanwar et al., 2019).
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Figure 1.53. : Identification de I’épimutation naturelle associée au QTL Pb-At 5.2. A) Le
QTL Pb-At 5.2 identifié par Jubault et al. (2008) via I’utilisation de la population RIL Col-0 x Bur-0 est
localisé a la fin du chromosome 5 d’A. thaliana. La longueur de la barre noire représente I’intervalle de
confiance du QTL. (B) Profils de méthylation au niveau des génes AT5G47260 et AT5G47280, dans les
accessions Col-0 (gauche) et Bur-0 (droite), déduits des données de séquencage apres traitement au
bisulfite précédemment rapportées dans Kawakatsu et al. (2016). Le niveau moyen de méthylation a été
calculé dans des fenétres de 100 pb non chevauchantes commengant 1 kb avant le site d’initiation de la
transcription (TSS) d'AT5G47260 et s'arrétant 1 kb apres le site de terminaison de la transcription (TSE)
d'At5g47280. En rouge : méthylation dans le contexte CG. En vert : méthylation dans le contexte CHG.
En bleu : méthylation dans le contexte CHH. (C et D) Impact des conditions hydriques sur I’effet du
QTL Pb-At 5.2 : lors d’une faible irrigation (C) et d’une forte irrigation (D). Les contraintes hydriques
ont été appliquées 7 jours apres I’inoculation des plantes par 1’isolat eH de P. brassicae et pendant une
durée de 14 jours, c’est-a-dire jusqu’au phénotypage des plantes. Les conditions de faible irrigation (C)
correspondent a une réduction de I’apport en eau avec seulement 1L de solution nutritive apportée deux
fois par semaine pour des plateaux de 54 pots. Les conditions de forte irrigation (D) correspondent a un
apport de 4 L de solution nutritive deux fois par semaine pour des plateaux de 54 pots (seul le systeme
racinaire des plantes était en condition d’hypoxie). Pour information, les conditions standards d’irriga-
tion correspondent, dans cette étude a un arrosage avec 2L de solution nutritive deux fois par semaine
pour des plateaux de 54 pots. Figure adaptée de (Jubault et al., 2008b; Gravot et al., 2016a; Liégard et
al., 2019a).
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Facteurs épigénétiques de résistance a la hernie identifiés chez Arabidopsis

Dans le laboratoire d’accueil, des épimutations héritables naturelles ou induites ont été mises
en évidence dans le controle de la résistance d’A. thaliana a la hernie. Le QTL de résistance
Pb-At5.2 (Jubault et al., 2008b) (Fig. I. 53. A.) est contr6lé par une épimutation. Le faible
niveau de méthylation de 1’alléle de Bur-0 est associé a une expression des 2 génes causaux du
QTL AT5G47260 et AT5G47280 et I’allele apporté par Col-0 est hyperméthylé et associé a une
répression de ces 2 genes causaux (Fig. 1.53. B.). L’hypométhylation du QTL Pb-At5.2 parti-
cipe a la résistance partielle du génotype Bur-0 a la hernie (Liégard et al., 2019b). Par ailleurs,
les travaux de Gravot et al. (2016) suggérent un effet de I’humidité du sol sur I’effet de ce QTL
contréle par une épimutation (Fig. 1.53. C et D.).

L’utilisation de la population epiRIL, précédemment décrite (Chap. 1. 2.3.5.2.) (Johannes et
al., 2009), a également permis d’identifier des QTL épigénétiques (QTL®"') contrélant la ré-
ponse & la hernie (Liégard et al., 2019a) (Fig. 1.54.). 20 QTL®" contrdlant 5 traits ont été iden-
tifiés sur les 5 chromosomes d’Arabidopsis : 5 QTL®" impliqués dans le développement des
racines et 7 QTL® dans le développement des feuilles chez des plantes non inoculées, 3 QTL
détectés pour la variable deltalf, qui représente I’impact du stress biotique sur la croissance des
feuilles et 5 QTL®P' détectés pour le pourcentage d’ADN de P. brassicae dans les racines infec-
tées. La détection de cing de ces QTL® a été montrée comme dépendante des conditions expé-
rimentales et plus particuliérement des variations de température observées dans la chambre de
culture. Ces deux études ont montré pour la premicre fois 1I’implication des facteurs épigéné-
tiques dans la réponse de résistance d’A. thaliana a P. brassicae et suggere que la détection de

certains facteurs peut étre dépendante des conditions expérimentales.
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Figure 1.54. : QTL épigénétiques (QTL®"') contrdlant la réponse d’A. thaliana a I’isolat eH
de P. brassicae identifiés par Liégard et al. (2019). QTL®" identifiés dans la population epiRIL
en réponse a I’infection par P. brassicae. Les nombres au-dessus des chromosomes indiquent les chro-
mosomes d'Arabidopsis. MM indique les marqueurs épigénétiques. Pour chaque marqueur, la position
est indiquée en cM. La longueur de la barre verticale est égale a I’intervalle de confiance défini avec
une décroissance d’un LOD au sommet du QTL®'. Le tiret dans la barre indique la position du pic de
chaque QTL®". Dans le nom de chaque QTL® est indiqué le trait associé et la localisation chromoso-
mique. Les QTL® encadrés correspondent aux QTL®" dont la détection dépend des conditions expéri-
mentales et notamment de la température. En vert, sont représentés les QTL®" détectés pour Lfi, Lfni et
ALS, en bleu les QTL® détectés pour Pb et en bordeaux les QTL®" détectés pour Rbi.
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4. Objectifs de la thése et stratégies

Au cours de cette theése, nous nous sommes tout particulierement intéressés a la méthylation de
I'ADN et au role des miARN. La méthylation de I'ADN, c'est-a-dire I'apposition d'un groupe
méthyl sur les cytosines, est I'un des principaux mécanismes épigénétiques impliqués dans la
stabilité du génome et dans la modulation de I'expression des génes (revue dans (Zhang et al.,
2018b). 1l a eté demontré que la méthylation de I'ADN est stable et transmissible sur plusieurs
génerations (Johannes et al., 2009). Chez I'espece modele A. thaliana, des épimutations trans-
générationnelles, et en particulier des variations de méthylation de I'ADN, sont impliquées dans
le contrble de traits complexes tels que les processus de développement (Johannes et al., 2009;
Cortijo et al., 2014a), le métabolisme (Aller et al., 2018) et la réponse aux stress abiotiques
(Kooke et al., 2015) et biotiques (Furci et al., 2019; Liégard et al., 2019a). Les miARN ont
également un rdle dans la régulation post-transcriptionnelle des génes via le clivage de leurs
cibles (Guo et al., 2005). L'implication des miARN dans la réponse des plantes aux différents
stress a déja étée démontrée dans de nombreuses interactions plante-microorganismes patho-
genes (Yang et al., 2021a). L'étude approfondie de ces deux mécanismes dans la réponse des
plantes aux stress biotiques et abiotiques pourrait permettre une meilleure compréhension des
mécanismes de défense et I'identification de potentielles régions d'intérét impliquées dans la

réponse de résistance et/ou tolérance aux contraintes abiotiques.

L'agent causal de la hernie des cruciféres, P. brassicae, est un protiste parasite obligatoire des
plantes, capable d'infecter une grande majorité des membres de la famille des Brassicaceae,
notamment des cultures d'intérét agronomique telles que le colza, le chou ou la navette, ainsi
que la plante modeéle A. thaliana. L'architecture génétique de la réponse de la plante a la hernie
des cruciferes a été décrite chez plusieurs especes de Brassicacées, ainsi que la modulation de
I'effet de certains facteurs génétiques de résistance par des contraintes abiotiques telles que
I'apport en azote, la disponibilité en eau ou le pH du sol. Des épimutations naturelles et induites
(QTLE) ont été identifiées dans la réponse d’Arabidopsis & P. brassicae, la détection de cer-

taines d’entre elles étant dépendante des conditions experimentales.
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Dans ce contexte, les objectifs de la these et les questions de recherche associées étaient :

- D'evaluer I'impact de contraintes abiotiques modérées sur I'architecture épigénétique de
la réponse a la hernie chez Arabidopsis, notamment une hausse de température (5°C
nuit et jour), une sécheresse moderée (<20% de teneur en eau du sol) et un engorgement
(>50% de teneur en eau du sol).

o Quel est ’impact des conditions abiotiques sur 1’architecture épigénétique de la
réponse d’A. thaliana a la hernie ?

o Existe-t-il des facteurs épigénétiques dont la détection et/ou I’effet sont spéci-
fiques des conditions évaluées ?

- D’identifier et caractériser les miARN impliqués dans I’interaction A. thaliana / P. bras-
sicae.

o Quels miARN sont impliqués dans la réponse de sensibilité et de résistance par-
tielle d’A. thaliana a la hernie ? Existe-t-il des miRNA communs entre la ré-
ponse d’A. thaliana et celle d’autres Brassicaceae a la hernie ?

o Quelles sont les cibles potentielles des miARN différentiellement exprimeés avec
I’infection ? Sont-elles differentiellement régulées et de fagcon cohérente lors de
I’infection ?

o Quels sont les processus physiologiques ou les voies de défense dans lesquels
sont impliqués les couples miARN /génes ?

Le manuscrit de thése est structuré en 5 chapitres. Dans le chapitre I, j’ai réalisé une synthese
bibliographique concernant i) la réponse des plantes aux stress abiotiques et biotiques, appli-
qués seuls ou combinés, ii) I’implication des mécanismes épigénétiques dans la réponse des
plantes aux stress biotiques et abiotiques et 1ii) la description du modele d’interaction plante
pathogene utilisé : Brassicaceae/P. brassicae. Dans le chapitre 11 sont décrits les matériels et
méthodes utilisés. Le chapitre 111 est dédié a I’analyse d’épigénétique quantitative et de la mé-
thylation de I’ADN ; les résultats sont présentés sous forme d’article soumis a Frontiers in
Plants Science et intitulé « Environmental conditions modulate the effect of epigenetic factors
controlling the response of Arabidopsis thaliana to Plasmodiophora brassicae » ainsi que des
résultats complémentaires. Le chapitre IV est focalisé sur I’implication des miARN dans la
réponse d’A. thaliana a la hernie et présenté sous la forme d’un article en cours de préparation.
Le chapitre V présente la discussion générale sur le travail que j’ai effectu¢ lors de ces trois

annees de these ainsi que des perspectives.
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Matériels et Méthodes
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Figure 11.1: Réponse des écotypes (A) Col-0 et (B) Bur-0 a l’isolat eH de P. brassicae.
L’écotype Col-0 est sensible a I’isolat eH de P. brassicae et 1I’écotype Bur-0 est partiellement résistant
a ce méme isolat. Les symptdmes sont indiqués par une fléche noire.
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CHAPITRE Il ; Matériels et Méthodes

1. Matériels végétal et parasitaire

1.1. Arabidopsis thaliana
1.1.1. Ecotypes

Trois écotypes d’A. thaliana ont été utilisés au cours de cette these : Colombia (Col-0), Burren
(Bur-0) et Landsberg-Warthe (Ler-0). L’accession 186AV de Col-0, ’accession 172AV de Bur-
0 et ’accession NW20 de Ler-0 ont été obtenues auprés du Centre de Ressources Biologiques
d’Arabidopsis de Nottingham (NASC ; https://arabidopsis.info/). Les accessions Col-0 et Ler-

0 sont sensibles a I’isolat eH de P. brassicae alors que 1’accession Bur-0 est partiellement ré-
sistante (Fig. 11.1.; Alix et al., 2007).

1.1.2. La population epiRIL

La population epiRIL est issue du croisement entre le mutant Col-ddm1-2 (décrit dans le Cha-
pitre 1.2.) et I’écotype Col-0 (Johannes et al., 2009). Les hybrides F1 ont tout d’abord été rétro-
croisés avec I’écotype Col-0 pour obtenir la génération backcross 1 (BC1). Afin de s’affranchir
des effets délétéres de la mutation ddm1-2, seuls les individus issus de ce backcross et portant
’allele sauvage DDM1 a 1I’état homozygote ont été conservés et autofécondés sur plus de dix
générations. Les lignées de la population epiRIL présentent ainsi un fond génétique quasiment
similaire mais une mosaique des marques épigenétiques des deux parents (Johannes et al.,
2009). Parmi les 505 lignées disponibles, nous avons utilisé 123 lignées pour lesquelles nous
disposons de données d’épigénotypage (Colome-Tatche et al., 2012) et des données de séquen-
cage du génome entier (Gilly et al., 2014). Des substitutions de bases uniques (SNP), des inser-
tions et des délétions (indel) ont été identifiées chez 122 epiRIL via I’outil GATK Haplotype-
Caller. En effet, I’individu Col-0 utilisé lors du rétrocroisement aboutissant a la BC1 differe
pour 74 SNP ou insertions/délétions du parent sauvage initial. L’analyse des événements de
transposition a été réalisé avec TE-Tracker (Gilly et al., 2014) sur 102 epiRIL ayant une cou-
verture génomique suffisante. Les 123 lignées ont été obtenues aupres du Centre de Ressources

Biologiques de Versailles (VASC, https://publiclines.versailles.inrae.fr/).
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Tableau I1.1: Liste des mutants Knock-out (KO) de microARN et des lignées rapportrices
chez Arabidopsis thaliana utilisés durant cette these.

Evaluation de la
. . Code Fonds . . . . . - .
miARN muté(s) Nom du mutant Type de mutant el Roles ph | p al'inf Bibliographie
NASC génétique R
par P. brassicae
Dy é K tal, 2017 // N tal.,
miR31%a mir319a ) NA | Col-0/Ler-0 oul onnées par Koyama et al, 2017 // Nag et a
Synthése d'acide 2009
jasmonique (JA),
miR319b mir319b KO N448500 Col-0 prolifération cellulaire, oul Rosso et al, 2003
infection du nématode a
galles
miR319a/b mir319ab KO NA Col-0/Ler-0 oul Données par Koyama et al, 2017
Régulateur négatif de la
division mitotique,
miR396b mir396b; GK-127F01 KO N412157 Col-0 implication dans la NON Rosso et al, 2003
réponse au nématode a
galles
miR164a miR164a-4 KO N65836 Col-0 Prolifération cellulaire, oul Nikovics et al., 2006
miR164b miR164b-1 KO N636105 Col-0 homéostasie de I'auxine, oul Mallory et al., 2004
miR164c eepl/miR164c-1 KO N65826 Ler-0 réponse au nématode a NON Baker et al., 2005
miR164a/b/c miR164abc KO N65828 Ler-0/Col-0 galles NON Sieber et al., 2007
Croissance racine
. N latérale via .
miR390a WiscDsLox440F06 KO N855944 Col-2 | , . NON Marin et al., 2010
I'homéostasie de
l'auxine
miR164a /b mirl64a-4 mirl64b-1 KO NA Col-0 Prolifération cellulaire, NON Données par P. Laufs, IJPB, Inrae Versailles
miR164c mirl64c4.3 KO NA Col-0 homéostasie de I'auxine, NON Données par P. Laufs, IJPB, Inrae Versailles
miR164c mirl64c-7.5 KO NA Col-0 réponse au nématode a NON Données par P. Laufs, IJPB, Inrae Versailles
miR164a/miR164 . . galles / développement , .
mirl64c 4.3 mirl64a-4 KO NA Col-0 NON Données par P. Laufs, IJPB, Inrae Versailles
C du carpelle
Lignée Rapportrice de I'activité des promoteurs contrélant I'expression de miARN
BD080 pmiR164a-ARFP pDR5-Venus | lignée rapportrice NA Col-0 NON Données par P. Laufs, IJPB, Inrae Versailles
BD010 pmiR164a-CFP lignée rapportrice NA Col-0 NON Données par P. Laufs, 1JPB, Inrae Versailles
NA p164b-GUS lignée rapportrice NA Col-0 NON Données par P. Laufs, 1JPB, Inrae Versailles

Tableau 11.2: Liste des amorces utilisées pour le génotypage des mutants miARN com-
mandeés aupres du NASC.

miIRNA | Amorces | Séquences | Température d'hybridation (°C) | Taille du fragment (BP)
Amorces nécessaires pour évaluer la présence de I'alléle sauvage
miR396b LP_127F01 TTGGTTGAGTCTTTTCATCGC 57.89 1143
RP_127F01 ATGGCCTCAAGTAATCCAACC 58.29
MiR164a-4 LP_ml.R164a—4 TTTCCTATGTTTTATCATTTTGCC 58.11 1134
RP_miR164a-4 GAAATTTAGGGCAGACAAGCC 58.52
MIR164b-1 LP_ml.R 164b-1 GTGGTAACCAGCAAGAGCAAG 57.64 1145
RP_miR164b-1 AACATCTGCAAGATTTGCATTC 57.29
Amorces nécessaires pour évaluer la présence de I'allele muté
miR396h RP_127F01 ATGGCCTCAAGTAATCCAACC 58.29 449-749
T_DNA_GABI_8409 | ATATTGACCATCATACTCATTGC 54
miR164a-4 RP_miR164a-4 GAAATTTAGGGCAGACAAGCC 58.62 542-842
T_DNA_GABI_8409 | ATATTGACCATCATACTCATTGC 54.02
. RP_miR164b-1 AACATCTGCAAGATTTGCATTC 57.66
MIR164D-1 "D A SALK ATTTTGCCGATTTCGGAAC 57.66 521-827
Amorces nécessaires pour évaluer la présence des alleles sauvage et muté de miR164c
P1 miR164c-1 GTGGAGTAACAATCAATGTTAAC 51.51 WT ~ 900
miR164abc-1 P3 miR164c-1 GTCATGTTCAAAGGTCAATTTTG 56.86
P2 miR164c-1 (PS308) GGTCTAACCCGGTTGACCCA 61.81 T-DNA ~ 500
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1.1.3. Les mutants d’A. thaliana

Les lignées mutantes par Knock-out d’A. thaliana impactées dans 1’expression d’un ou plu-
sieurs microARN, mirl64a (N65836), mirl64b (N636105), mirl64abc (N65828), miR396b
(N412157) et miR390a (NA855944) ont été commandeées aupres du NASC. Le Dr Koyama
Tomotsugu du Suntory Foundation For Life Sciences (SUNBOR) au Japon nous a gracieuse-
ment envoye des graines pour les mutants mir319a, mir319b et mir319ab. Les mutants mirl64c
4.3, mirledc 7.5 and mirl64a-4 miR164b-1 ainsi que trois lignées rapportrices,
pPMIR164B:GUS (Raman et al., 2008), BD010 (pMIR164A:CFP) et BD008 (pMIR164A:RFP
pDR5:Venus), ont été données gracieusement par le Dr Patrick Laufs (Institut Jean-Pierre Bour-
gin, INRAe, France). La lignée BDO008 est issue du croissement de deux lignees,
PMIR164A:RFP et pDR5:Venus (Maugarny-Calés et al., 2019) pour lesquelles des individus
homozygotes pour les deux transgenes ont été identifiés en F3 (Cortizo et Laufs, données non
publiées). La lignée BD010, exprimant le transgéne pMIR164A:CFP est similaire a la lignée
portant le transgéne pMIR164A:RFP, seule la protéine fluorescente rouge (RFP) a eté rempla-
cée par une protéine fluorescente cyan (CFP ; Cortizo et Laufs, données non publiées). Tous

les mutants utilisés sont répertoriés dans le Tableau I1.1.

L homozygotie pour la cassette T-DNA des mutants KO obtenus aupres du NASC, miR164a-
1, miR164b-1 et miR164abc, a été validée via I’utilisation d’amorces spécifiques de la cassette
T-DNA et du gene ciblé (Tableau 11. 2.) et la réalisation d’une PCR avec le programme sui-
vant : dénaturation de I’ADN pendant 2 min a 94°C, 35 cycles d’amplification avec une étape
de dénaturation a 94°C pendant 30s, une étape d’hybridation dont la température dépend des
amorces pendant 30s et une phase d’élongation a 72°C pendant 30s, puis une étape additionnelle
d’élongation a 72°C pendant 5 min. La présence des transgénes dans les mutants miR396a et

miR390a n’a pas été étre validée.

1.2. Gamme d’hétes différentiels

Le génotype de B. rapa ssp. pekensis cv ‘Granaat’ (chou chinois, ECDS5), présentant une forte
sensibilité a I’ensemble des isolats de P. brassicae, est systématiquement ajouté a chaque test
pathologique, son fort niveau d’infection permettant de valider I’inoculum et les conditions de

culture propices au développement de la maladie.
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Tableau I1.3. : Gamme d’hotes différentiels ajoutée aux tests pathologiques pour confir-
mer P’isolat utilisé. (A) 3 génotypes de B. napus composent la gamme de Some et al. (1996) qui
permet la différenciation de 8 pathotypes différents (B) De plus, les génotypes de B. oleracea C10 et
CB151 permettent de caractériser différents isolats appartenant au pathotype P1, dont eH. (-) Les plantes
sont considérées comme résistantes lorsque leur indice pathologique est inférieur a 25. (+) Les plantes
sont considérées comme sensibles lorsque leur indice pathologique est supérieur a 25.

A

Pathotypes

ECD6

ECD10

Brutor

Pl

+

P2

+

P3

+

P4
P5
P6
P7
P8

Isolat c10 CB151
eH - -

Figure 11.2. : Dispositif expérimental des tests pathologiques réalisés dans une chambre
de culture du pble NS2 sur le site INRAe Bretagne Centre-Normandie, IGEPP. Pour I’en-
semble des tests pathologiques réalisés avec la population epiRIL, un dispositif expérimental en blocs
complets de Fisher a été utilisé. Pour chaque condition, 2 répétitions biologiques (Rep 1 et Rep 2) cons-
tituées de 2 blocs chacune (Bloc A et B ; Bloc C et D) ont été réalisées. Au sein d’une répétition, les
deux blocs sont disposés sur deux étages au sein d’une chambre de culture. (Source personnelle).
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De plus, la gamme d’hotes différentiels décrite par Somé et al. (1996) a été utilisée dans chaque
expérimentation afin de valider le pathotype de I’isolat de P. brassicae utilisé (Tableau 11.3.A).
Elle est composée de 3 génotypes de Brassica napus: B. napus spp. oleifera cv ‘Nevin’
(ECD®), ssp. rapifera cv ‘Wilhelmsburger’ (ECD10) et ssp. oleifera (Brutor). L ajout de 2 gé-
notypes de B. oleracea ssp. acephala (C10 et CB151) a la gamme d’hétes permet de différencier
les isolats a I’intérieur du pathotype P1, dont eH (Tableau 11.3.B). Le cultivar de colza « Men-
del », résistant aux isolats de pathotype P1 de P. brassicae, a d'autre part été ajouté a chaque
test afin de déterminer que I’isolat eH utilisé n’a pas évolué et n’est pas capable de contourner
la résistance portée par Mendel (I’isolat qui contourne Mendel est dit de type P1*). Tous ces
génotypes proviennent du Centre de Ressources Biologiques BraCySol (INRAe, IGEPP,
https://www6.rennes.inrae.fr/igepp/L-IGEPP/Plateformes/BrACySol).

1.3. Matériel parasitaire

Au cours de cette thése, seul I’isolat monospore eH (Fahling et al., 2003) appartenant au patho-
type P1 a été utilisé (Tableaux 11.3.). L’isolat est conservé au congélateur a -20°C sous forme
de galles de chou chinois (ECD5) développées suite a I’infection par P. brassicae. Pour préparer
I’inoculum, les galles décongelées sont broyées dans 100 mL d’eau et le broyat est ensuite filtré
sur 3 tapis de maillage décroissant de 500, 250 et 100 um. Le nombre de spores de repos est
compté sur une cellule de Malassez puis 1’inoculum est préparé a une concentration finale de
107 spores par mL. Le méme lot de galles a été utilisé pour tous les tests pathologiques réalisés

au cours de la these.

2. Conditions de culture et déroule des tests pathologiques réalises sur la

population epiRIL

2.1. Déroulé général des tests pathologiques

Pour tous les tests réalisés pour la population epiRIL, les graines de chaque lignée sont placées
sur du papier humidifié a 4°C et dans 1’obscurité pendant 48h afin de synchroniser leur germi-
nation. Les graines sont ensuite semées dans des pots individuels (7*7*8cm) sur un terreau
composé¢ de 54% de tourbe, de 40 % de sable et de 6% d’argile. Dix jours apres semis (environ
une semaine apres germination, stade 1.04 de Boyes et al., 2001), les plantes sont inoculées en

déposant 1 mL de la solution a 107 spores/ml au niveau du collet des plantules.
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Sept jours apres I’inoculation, la population epiRIL a été soumise a différentes conditions de
culture, en fonction des tests pathologiques, dont trois contraintes abiotiques appliquées seules
ou combinées pour une durée d’une semaine. Ces contraintes sont détaillées dans les para-
graphes suivants. Trois semaines apres inoculation, les plantes sont déterrées, les racines lavées

et un phénotypage sur différents criteres est réalisé (cf. Chap Il. Section 2.3).

Pour I’ensemble des tests pathologiques réalisés avec la population epiRIL, un dispositif expé-
rimental en blocs complets de Fisher a été utilisé. Pour chaque condition, 2 répétitions biolo-
giques (Rep 1 et Rep 2) constituées de 2 blocs chacune (Bloc A et B ; Bloc C et D) ont été
réalisées dans deux chambres de culture. Au sein d’une répétition, les deux blocs sont disposés
sur deux étages différents dans la méme chambre de culture (Fig. 11.2.). Les lignées (six graines
par epiRIL et par parent) ont été semées de maniére randomisée au sein de chaque bloc. Une
sonde mesurant la température générale de la chambre de culture et la luminosité (MCF88 Lo-
RaWANsensor LW12VOC) a été disposée dans chaque chambre de culture. Huit sondes Ther-
mochron iButton (DS1922E/DS1921G) ont étés installées par chambre de culture permettant
une cartographie thermique sur plusieurs niveaux. Le pourcentage d’eau dans le sol en temps
réel a été mesuré a 1’aide de 6 six capteurs SenseCAP (LoRaWAN EU868Mhz) qui mesurent

le volume d’eau par volume de sol (Volumetric Water Content, VWC, %).

2.2. Conditions de culture et contraintes abiotiques appliquées

Tous les tests pour la population epiRIL ont été réalisés en conditions contrdlées dans 2
chambres de culture ou les conditions de température sont réglables mais ou I’hygrométrie n’est
pas régulée. Quatre conditions abiotiques ont été appliquées a partir du septieme jour apres
I’inoculation et pendant sept jours, ce qui correspond au début de 1’infection des cellules du

cortex par P. brassicae. Ces conditions sont détaillées ci-aprés.
Condition de culture standard utilisée au laboratoire

La condition de culture standard (appelée par la suite STANDARD) est celle utilisée en routine
au sein du laboratoire pour les tests pathologiques. La température diurne, appliquée pendant
16h, est de 22°C et celle nocturne, appliquée durant 8h, est de 19°C. Le pourcentage d’eau dans
le sol (Volumetric Water Content, WVC) varie entre 20 et 40%.
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Condition d’élévation ponctuelle de 1a température

Dans la condition HEAT, les plantes ont subi une augmentation de la température de 5°C ap-
pliquée pendant 7 jours a partir de 7 jours aprés I’inoculation : pendant ces 7 jours, la tempéra-
ture diurne (16h) est de 27°C ; la température est de 22°C durant les 8h de nuit. Le pourcentage

d’eau dans le sol (Volumetric Water Content, WV C) varie entre 20 et 40%.
Condition de secheresse modérée

En condition de sécheresse modérée (DROUGHT), I’arrosage a été stoppé 4 jours apres inocu-
lation pour permettre une diminution progressive du pourcentage d’eau dans le sol jusqu’a une
VWC d’environ 25/30% pour le début de la contrainte a 7 jours aprés inoculation, et jusqu’a
10% ou moins a la fin des sept jours (14 jours apres inoculation). Les conditions de température
et de photopériode sont similaires a celles de la condition standard.

Condition d’engorgement

En condition de saturation en eau (FLOOD), 6L d’eau claire ont été ajoutés dans chaque bac 7
jours apres inoculation. Le niveau de 1’eau dans le bac a ensuite été maintenu a la lisiére des
pots pendant sept jours conduisant a un engorgement avec un pourcentage d’eau dans le sol
atteignant les 60% rapidement. Les conditions de température et la photopériode sont similaires

a celles appliquées en condition standard de culture.

Combinaison de conditions d’augmentation de température et de disponibilité en eau du

sol

Des conditions abiotiques combinées ont également été appliquées pendant certains tests pa-
thologiques. Sept jours apres 1’inoculation, I’augmentation de la température et une secheresse
modérée ou un engorgement (décrits ci-dessus) ont été simultanément appliquées pendant 7

jours.
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Figure 11.3. : Illustration chez A. thaliana des symptémes racinaires pour chacune des
classes de maladie définies pour la hernie des cruciféeres et permettant le calcul de I’indice
pathologique. Classe 0 : les racines ne présentent aucun symptdme ; Classe 1 : des galles sont visibles
au niveau du systeme racinaire secondaire ; Classe 2 : des galles sont présentes sur les systémes raci-
naires primaire et secondaire ; Classe 2* : le systéme racinaire présente d’importantes galles a I’excep-
tion de quelques racines et Classe 3 : tout le systéme racinaire est remplacé par une galle (Manzanares-
Dauleux et al., 2000a).
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2.3. Caractérisation phénotypique de I’impact de I’infection par P. brassi-

cae sur la plante hote

La réponse de la population epiRIL a I’infection par P. brassicae a été caractérisée en utilisant

quatre variables phénotypiques :

- L’indice pathologique (IP ou DI pour Disease Index) tel que défini par Manzanares-
Dauleux et al. (2000)

- Lasurface des galles (GA)

- Lalongueur de la plus grande feuille de la rosette (Lfi)

- L’indice GALA tel que défini par Gravot et al. (2011)

L’indice pathologique

Trois semaines apres inoculation, les plantes ont ét¢ dépotées et les racines ont été lavées a I’eau
claire une par une. En fonction des symptdmes observés (quantité et localisation), les plantes

sont affectées a 1’une des 5 classes décrites par Manzanares-Dauleux et al. (2000) (Fig. 11.3.) :

0 : les racines sont saines (absence totale de symptomes)

1: des galles sont visibles sur le systéme racinaire secondaire

2 : des galles sont présentes sur les systemes racinaires primaire et secondaire

- 2" :le systéme racinaire présente d’importantes galles a ’exception de quelques racines

3 : tout le systéme racinaire est remplacé par une galle

Un indice pathologique a ensuite éte calculé en affectant un coefficient au nombre de plantes
de chaque classe et en divisant par le nombre total de plantes :

DI= (N1 X 25 + N2X 50 + N2+ X 75 + n3 x100)/N

Avec « n; » le nombre de plantes dans la classe « i » et « N » le nombre total de plantes évaluées.
Une lignée présentant un indice pathologique de 0 sera totalement résistante tandis qu’une li-
gnee présentant un indice pathologique de 100 sera totalement sensible a I’infection. Les plantes

sont considérées comme résistantes lorsque leur indice pathologique est inférieur a 25.
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La surface des galles

Toutes les plantes, une fois lavées et étalées, ont été prises en photo. A 1’aide du logiciel Imagel,
la surface de la galle de chaque plante a été détourée obtenant ainsi la surface moyenne de la

galle (GA) de chaque lignée en cm?.
La longueur de la plus grande feuille de la rosette

Afin de mesurer I’impact de I’agent pathogéne sur le développement aérien de la plante, la
longueur de la plus grande feuille de la rosette de chaque plante a été mesurée en utilisant un

pied a coulisse, 4 semaines aprés semis. Les valeurs de la variable Lfi sont données en cm.
L’indice GALA

L’indice GALA a été calculé comme décrit par Gravot et al. (2011) en utilisant la valeur de la
variable GA en cm? divisée par la valeur de la variable Lfi élevée au carré (LA = Lfi2). L’indice
GALA a ensuite été calculé en multipliant le ratio GA/LA par un coefficient arbitraire égal a
5000. Cet indice prend en compte le développement foliaire de la plante dans I’évaluation des
symptomes et permet donc de comparer les symptémes entre des plantes présentant des déve-
loppements foliaires différents.

2.4. Caractérisation phénotypique de I’impact des contraintes abiotiques sur

les plantes non infectées par la hernie

Afin de différencier I’impact des contraintes abiotiques de celui de I’infection par P. brassicae
sur le développement de la plante, nous avons phénotypé la population epiRIL non infectée par
la hernie dans les différentes conditions abiotiques décrites plus haut. Le dispositif expérimental
en blocs complets est similaire a celui décrit en paragraphe 2.2 : par condition, 2 répetitions
biologiques, avec 2 blocs par répétition, ont été réalisées. Trois plantes par lignée et par bloc
ont été évaluées. La longueur de la feuille la plus longue de la rosette a été mesurée avec un
pied a coulisse (variable Lfni) 4 semaines apres semis. Une nouvelle variable appelée dLf a été
calculée par la différence entre les valeurs de mesure de la plus longue feuille des plantes non
inoculées et celle des plantes inoculées : dLf = Lfni — Lfi. La valeur de dLf, en cm, permet

d’estimer 1’effet de I’infection sur la longueur de la feuille.
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3. Identification de QTL épigénétiques

3.1. Analyses statistiques des données de phénotypage

Un modéle linéaire (Im) a été utilisé pour déterminer I’effet des facteurs analysés sur les valeurs

phénotypiques observées (Yijk) selon 1’équation suivante :
Equation 1 Yik = pu + EGi+ R;j + BkRj) *+ €ijk

Avec u ’effet moyen général, EG; 1’effet épigénétique de la ligne i, Rj I'effet de la répétition j,
Bk(R]) I'effet du bloc k imbriqué dans I'effet de la répétition j, et eijk le résidu ajusté sur une

distribution gaussienne.

Une ANOVA a ensuite été réalisée avec la fonction aov de R 4.2.1 (R Core Team, 2022) pour
chaque trait phénotypique et I’héritabilité au sens large (H?) a été calculée comme suit :

Ge
Ge+Gr

Equation 2 H? =

Avec Ge la variance estimée due a 1’épigénotype et Gr la variance estimée due au design expé-

rimental.

Pour chaque trait phénotypique, les données ont été corrigées via la méthode des moyennes
ajustées selon le modele Im présenté en équation 1. La variable dLf a été calculée avec les

valeurs des moyennes ajustées de Lfi et Lfni.
3.2. Carte épigenétique de la population epiRIL

Les lignées de la population epiRIL issue du croisement entre Col-ddm1-2 et Col-0 présentent
un fond génétique quasiment identique mais des différences au niveau du méthylome. Un total
de 2611 régions différentiellement méthylées (DMR) ont été identifiées sur un sous-ensemble
de 123 lignées par Colome-Tatche et al. (2012) mais seulement 33.2% de ces DMR (867) pre-

sentaient un ratio mendélien de 3 :1 attendu dans la population.
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Seuls 126 DMR ou épimarqueurs ont été conservés pour la construction de la carte épigénétique
(Colome-Tatche et al., 2012). Les épimarqueurs (MM) sont répartis comme suit : 30 MM sont
localisés sur le chromosome 1 couvrant une distance de 106.31 cM ; 19 MM sont localisés sur
le chromosome 2 couvrant une distance de 61.38 cM ; 23 MM sont localisés sur le chromosome
3 couvrant une distance de 101.44 cM ; 23 MM sont localises sur le chromosome 4 couvrant
une distance de 82.67 cM et 31 MM sont localisés sur le chromosome 5 couvrant une distance
de 65.93 cM. Cette carte génétique permet de couvrir 74.7% du chromosome 1, 77% du chro-
mosome 2, 98.4% du chromosome 3, 91.1% du chromosome 4 et 74% du chromosome 5. En
moyenne, ces épimarqueurs sont séparés d’environ 3.45¢M (0.804 Mb) et sont majoritairement
localisés au niveau de séquences répétées et des régions hétérochromatiniennes (Colome-
Tatche et al., 2012).

3.3. Détection de QTL épigénétiques (QTL®)

Les QTL® ont été détectés a l'aide du package r/qtl (Broman et al., 2003) de la version R 4.2.1
(R Core Team, 2022). Une analyse par Single Interval Mapping (SIM) a d'abord été réalisée
pour identifier les QTL®' potentiels avec la méthode d'imputation multiple (imp) en utilisant un
pas de 2 cM et une fenétre de 10 cM. Le seuil SIM a été évalué en effectuant 5000 tests de
permutation et la significativité a été fixée a a=0,05. Pour améliorer la puissance statistique de
la détection des QTL®, une analyse par Multiple QTL Mapping (MQM) a été réalisée en utili-
sant la fonction stepwise. Les seuils du logarithme des impairs (LOD) ont été calculés avec
5000 permutations en utilisant la fonction scantwo avec un niveau de signification de a=0,05.
Lorsque des QTL® ont été détectés, le modeéle a été ajusté avec la fonction fitqtl pour calculer
I'effet (R?) de chaque QTL®"'. La fonction lodint a été utilisée pour calculer l'intervalle de con-
fiance de chaque QTL®' et la fonction effectplot pour 1’obtention d’un graphe avec I’effet de
I’épiallele étudié. Enfin, la fonction addint a été utilisée pour évaluer I’interaction putative entre

les QTL®P détectés.
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Etape 1 : Extraction de 'ADN génomique
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Figure 11.4. : Principe de la Chop-PCR avec digestion des brins fortement methylés par
I’enzyme de restriction McrBC et amplification par PCR quantitative. La McrBC est capable
de couper les brins d’ADN méthylés. Ces brins d’ADN sont alors peu ou pas amplifiés par la PCR ou
qPCR. L’étape 1 correspond a I’extraction d’ADN génomique de la plante. L’étape 2 consiste en la
digestion, ou non, de cet ADN par I’enzyme McrBC. Cette enzyme est capable de couper les brins
d’ADN fortement méthylés. A I’étape 3, une qPCR permet d’évaluer le niveau de molécules d’ADN
intactes dans chacune des conditions, digérée et non digérée. Les brins d’ADN originalement méthylés
et digérés ne sont pas amplifiés. Le pourcentage de méthylation se calcule en pourcentage de molécules
perdues lors de la digestion par la McrBC selon la formule décrite par Silveira et al. (2013) par rapport
a la quantité de molécules amplifiées pour I’ADN non digéré (Adaptée de Rausch and Laubinger, 2016).
Les traits verts correspondent aux amorces utilisées pour I’amplification PCR, localisées de part et
d’autre du site de la coupure.
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3.4. Analyses statistiques de 1’effet des variants génétiques présents dans

I’intervalle de confiance des QTL®!

Afin d'évaluer 1'effet des variations de la séquence d’ADN (SNP, indel ou TE) sur la détection
des QTL®, trois modgles linéaires différents ont été comparés (Kooke et al., 2015) : (1) en
utilisant les épimarqueurs présents au pic de chaque QTL®, (2) en utilisant les marqueurs gé-
nétiques (SNP, indel, insertion TE a 1’état homozygote) situés dans l'intervalle de confiance de
chaque QTL®" & la place des marqueurs épigénétiques et (3) en utilisant tous les marqueurs
épigénétiques et génétiques situés dans 1’intervalle de confiance de chaque QTL®. Si les va-
riants génétiques ont un effet plus important que 1’épimarqueur au pic du QTL®', alors le mo-
déle ajusté est meilleur que le modeéle initial et le QTL®" détecté n’est pas considéré comme

¢tant d’origine épigénétique mais d’origine génétique.

4. Etude du niveau de méthylation de régions genomiques en fonction des

conditions abiotiques appliquées

Afin de suivre le niveau de méthylation de certaines DMR et de génes d’intérét dans la popu-
lation epiRIL et les écotypes Col-0 et Bur-0 en fonction des conditions abiotiques et biotiques
appliquées, nous avons utilisé la méthode Chop qPCR, basée sur I’utilisation de I’enzyme de
restriction McrBC (Holemon et al., 2007; Petell et al., 2017). Cette méthode repose sur la
capacité de I’enzyme de restriction McrBC a couper les brins d’ADN fortement méthylés en-
trainant un retard de I’amplification par PCR/qPCR de ces brins d’ADN coupés. 1l est alors
possible d’évaluer le niveau de méthylation en comparant des échantillons digérés et non digé-
rés (Fig. 11.4.).

L’état de méthylation de deux DMR, MM 171 et MM863 localisées sur les chromosomes 2 et
5, respectivement, ainsi que des deux génes AT5G47260 et AT5G47280, identifiés comme cau-
saux du QTL PbAt-Pb 5.2, a été étudié. Les amorces (Tableau 11.4.) ont été définies en utilisant
les données de séquencage de 1001 Genomes (Kawakatsu et al., 2016b) ainsi que les données
de méthylation acquises sur le parent sauvage Col-0 et le parent muté Col-ddm1-2 (Colome-
Tatche et al., 2012; Stroud et al., 2013). Les ADN ont été extraits comme explicité dans le
paragraphe 2.3. Ils ont ensuite été traités avec I’enzyme McrBC (New England BioLabs, NEB,
M0272S) qui coupe I’ADN au niveau des cytosines méthylées (Fig. 11.4.).
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Tableau I1.4. : Liste des amorces utilisées pour I’étude du niveau de méthylation de différentes
régions génomiques ainsi que pour I’étude du niveau d’expression de génes d’intérét, des précur-
seurs de miARN et de leurs génes cibles.

Amorces définies pour le niveau de méthylation

Genes/Régions Génomiques | Méthode Amorce F Amorce R
AT5G47400 Chop-gPCR GAAGCCGAACTGCAAACTGT ATGGTCCGGCTCTAGGAAAA
MM171 Chop-gPCR TGGAGAAACGGCCTTGGTAT AGAAGGTTTGTGGGAAACGC
MM863 Chop-gPCR GTGGTGAAGACGTCGGAGAT AATAGATTGCGCCATTTTGG
AT5G47260 Chop-gPCR TGCGTCGACCTATCGTTACA CCATGCCGTATCAAGCAAC
AT5G47280 Chop-gPCR ATTTCCCCAAGGCAGAAGTT GGTAGGGATGGGGAAGTCAT

Amorces définies pour le niveau d'expression des génes & miARN

Génes/miARN Méthode Amorce F Amorce R
AT5G47260.1 gPCR AAGGTGGTCCAATCGGGAAC GATGGGGCAATCTGGTGTGA
AT5G47280.2 gPCR AGCATACCAAGTTCCGCAGT TCGGGCCAAGTCATGTTGAA
PP2AA2 gPCR GATCTGCATTGGCCTCAGTT GCTGGCAACAAGGATTGTGA
PP2AA3 gPCR AGTATCGCTTCTCGCTCCAGT TGCGAAATACCGAACATCAA
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Les conditions de digestion de I’ADN sont les suivantes : 0,5 pL BSA (20 mg/mL), 0,5 puL de
GTP (20 mM), 5 uL NEB (10X) et 0,2 uL. McrBC (10000 U/mL) pour traiter 40 ng d’ADN.
Deux ng des ADN digeérés et non digérés ont ensuite été utilisés pour les réactions de CHOP
gPCR (Fig. 11.4.).

Pour déterminer I’état de méthylation de la région étudiée, chaque échantillon est présent sous
sa forme digérée et non digérée (contréle) par la McrBC. Le niveau de méthylation de la région
ciblee a été calculé en pourcentage de molécules perdues lors de la digestion par la McrBC

selon la formule décrite par (Silveira et al., 2013) :
Niveau de méthylation - (1 _ 2-(Cp échantillon digéré — Cp échantillon non digéré)) * 100

Cp échantillon digéré correspond au cycle seuil issu de la qPCR réalisée sur 1’échantillon digéré
par la McrBC et le Cp échantillon non digéré correspond au cycle seuil issu de la gPCR realisée

sur le méme échantillon non digéré par la McRBC.

Le gene AT5G47400 hyperméthylé en condition standard de culture a été utilisé comme témoin

afin de valider la bonne digestion des échantillons.

5. Etude de I’expression des genes AT5G47260 et AT5G47280

Le jour de la récolte, les plantes non inoculées ont été lavées minutieusement a 1’eau claire puis
les racines ont €té prélevées par génotype et par bloc, congelées dans 1’azote liquide et lyophi-
lisées. L’ARN a été extrait en utilisant le kit SV Total RNA Isolation System (Promega) selon
les recommandations du fabricant. Deux amorces localisées dans les introns du gene
AT1G31940 ont été utilisées pour évaluer la possible contamination de nos échantillons par de
I’ ADN selon le programme PCR suivant : dénaturation a 94°C pendant 2 min, 35 cycles d’une
¢tape de dénaturation a 94°C pendant 30 s puis d’une hybridation a 60°C pendant 30 s et une
étape d’élongation a 72°C pendant 30 s, suivie une étape de fin d’élongation de 5 min a 72°C.
Les échantillons qui présentaient une bande ont été de nouveau traités avec le kit DNase |
(Thermofisher) selon le protocole établi par le fabricant. Les ARN nettoyés ont ensuite été doses
au Quantus en utilisant le kit QuantiFluor® RNA system (Promega) et au NanoDrop ND-1000.
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Aprés un contréle qualité des ARN sur gel électrophorese, le kit Transcriptase inverse Su-
perScript™ I (Invitrogen) a été utilisé pour I’étape de transcription inverse des ARN en ADNec.
Les RT-qPCR ont été réalisées sur les ADNc avec un thermocycler LightCycler®480 (Roche)
en utilisant le Syber Green (LightCycler® 480 SYBR Green | Master) selon les recommanda-
tions du fabricant. L’expression des génes d’intérét a ét¢ normalisée en utilisant comme réfé-
rence deux génes ayant une expression considéree comme stable quelques soient les conditions
de culture, PP2AA2 (AT3G25800) et PP2AA3 (AT1G13320) via la méthode deltadeltaCt
(Pfaffl, 2001). Pour chaque géne, des jeux d’amorces spécifiques ont été dessinées ou sont is-

sues de la littérature (Tableau I1. 4.).

6. Implication des microARN dans la réponse d’A. thaliana a P. brassi-

Cae

L’implication des miARN dans la réponse a la hernie chez Arabidopsis a été réalisée par I’étude
d’un jeu de données acquis avant le début de ma thése et encore non valorisé. Ci-apreés est décrit
le dispositif expérimental et les méthodes utilisées pour 1’obtention de ces données et leur ana-

lyse (Fig. 11.5.).
6.1. Dispositif expérimental

Les tests pathologiques ont été réalisés en chambre de culture en conditions de jour long avec
16h de lumicre a 22°C et 8h d’obscurité a 19°C. Les graines de Col-0 et Bur-0 ont tout d’abord
été placées pendant 48h sur du papier absorbant humifié a 4°C dans 1’obscurité avant d’étre
semées dans des pots individuels de 4 cm de diametre sur un substrat composé de 2/3 de com-
post et 1/3 de vermiculite. Les plantules ont été inoculées 10 jours apres le semis (stade 1.04,
Boyes et al., 2001) avec 1 mL d’une suspension de spores de repos a 107 spores par mL. Les
expérimentations ont été meneées en trois blocs randomisés. Les plantes inoculées et non inocu-
lees (contrbles) ont été recoltées a 7 jours post inoculation (30 plantes par bloc par génotype)
et 14 jours post inoculation (18 plantes par bloc et par génotype). L’indice pathologique a été

évalué 21 jours aprées inoculation comme expliqué dans le paragraphe 2.3.
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Figure ILS. : Processus d’identification des miARN et de leurs cibles lors de ’infection
par P. brassicae chez les génotypes sensible, Col-0 et partiellement résistant, Bur-0. Les
ARN totaux ont été extraits puis séquencés par la plateforme NGS de I’institut Marie Curie, Paris. Un
mapping a été réalisé via différents outils sur la plateforme Galaxy (Bras et al., 2013) suivi d’un comp-
tage des reads. L utilisation de I’outil AskoR sur RStudio a permis d’identifier les ARNm et miARN
différentiellement exprimés. L’outil psRNATarget (Dai et al., 2018) a permis d’identifier dans notre
pool de genes différentiellement exprimés, les cibles potentielles des miARN différentiellement expri-
més. Une analyse d’enrichissement fonctionnel via 1’outil g:profiler (Raudvere et al., 2019) a permis
d’identifier les potentielles fonctions physiologiques des cibles de ces miARN.



Chapitre Il — Matériels et Méthodes

6.2. Isolement et séquencage des ARN totaux

A chaque point cinétique (7 et 14 jours apres inoculation), les plantes ont été lavées minutieu-
sement a 1’eau claire puis les racines ont été prélevées, congelées dans 1’azote liquide et lyophi-
lisees. Les ARN totaux ont été extraits en utilisant le kit mirVana ™ miARN Isolation Kit
(Ambion) en suivant les instructions du fabricant (Fig. 11.5.). Les ARN ont été dosés en utilisant
le NanoDrop ND-1000 et leur qualité évaluée en utilisant une puce ARN 600 assay kit total
RNA (Agilent). Les echantillons possédant un RIN (RNA integrity number) supérieur ou égal
a 7 ont été utilises pour le séquencage. La construction des banques de séquencage ainsi que le
séquencage ont été réalisés par la plateforme NGS de I’institut Marie Curie de Paris. La tech-
nologie HiSeq2500 de type paired-end (100x100 pb) a été utilisée pour le séquencage des ARN
messagers et la technologie HiSeq2500 de type single-end (50 pb) pour le séquencage des mi-
croARN.

6.3. Alignement et comptage des reads issus du séquencage

Ces analyses ont été réalisées sur la plateforme Galaxy Gene Ouest (Bras et al., 2013).
Geénes

Les reads nettoyés issus du séquencage des ARN messager ont été alignés par rapport au gé-
nome de référence Colombia (Col-0, TAIR10, GTF Annotation Mar20201) d'Arabidopsis pour
I'écotype Col-0 et pour Bur-0, a l'aide de I'outil RNAStar (Dobin et al., 2013) sur Galaxy (Afgan
et al., 2018). Les reads obtenus pour Bur-0 ont également été mappés par rapport au génome
de Bur-0 (Gan et al., 2011), mais ’efficacité de mapping étant trop faible, seul 1’alignement par
rapport au génome de Col-0 a été conservé dans la suite des analyses. Pour les deux écotypes,
les comptages ont été réalisés a I'aide de I'outil featureCounts (Liao et al., 2014).

MicroARN

Les reads issus du séquencage des microARN ont été mappés via 1’outil de cartographie miR-
Deep2 (Yang et al., 2011; Friedlander et al., 2012) par rapport au génome de reférence d'Ara-
bidopsis (TAIR10, GTF Annotation Mar20201) ainsi quaux miARN matures connus de la base
de données miRbase (Griffiths-Jones, 2006; Kozomara & Griffiths-Jones, 2014) sur Galaxy
(Afgan et al., 2018). Pour les deux écotypes, les lectures ont été comptées a l'aide de I'outil de
quantification miRDeep2 (Yang et al., 2011; Friedlander et al., 2012).
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6.4. Identification des génes et microARN différentiellement exprimés

Que ce soit pour les microARN ou les ARN messagers, les analyses d'expression différentielle
ont été réalisées a l'aide du pipeline AskoR sur RStudio (RStudio Team, 2022) qui utilise les
packages EdgeR, UpSetR, topGO et Coseq (Alves-Carvalho et al., 2021). Les ARNm ou mi-
croARN dont I'expression differe de maniére significative ont été identifiés en utilisant une
correction du False Discovery Rate (FDR) de 5 % (p < 0,05 ; ajustement de Benjamini-
Hochberg). Seuls les ARNm et microARN dont 1’expression a été soit doublée soit divisée par

deux ont été conservés pour la suite des analyses.

6.5. Analyse fonctionnelle des génes et microARN différentiellement ex-

primes

L'analyse d'enrichissement fonctionnel des ARN messagers cibles a été réalisée a l'aide du
logiciel g:Profiler (Raudvere et al., 2019) en utilisant tous les génes connus, c’est-a-dire les
génes annotés et les genes non annotés et les autres parametres par défaut (g:SCS <0,05). De
plus, I’outil psRNATarget a été utilisé avec les paramétres par défaut (Dai et al., 2018) pour
identifier les cibles potentielles des miARN identifiés, c’est-a-dire les ARN messagers dont une
partie de la séquence nucléotidique est complémentaire de celle des miARN. Pour cela, les
génes et les mMiARN précédemment identifiés comme différentiellement exprimés ont été utili-
sés. A partir des resultats produits par psRNATarget, un tri a été réalisé pour conserver les
interactions miARN-genes dont les expressions étaient cohérentes, c’est a dire si un miARN est
induit dans les tissus infectés, sa cible doit &tre réprimée, et inversement. Nous avons pu ensuite
caractériser les cibles de chaque famille de miARN en utilisant I’outil g:profiler, comme précé-

demment (Raudvere et al., 2019).
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/. Etude de la réponse des mutants de microARN a I’infection par P.

brassicae

La réponse a I’infection par la hernie (isolat eH) a été évaluée pour sept mutants impactés dans
I’expression de certains miARN (Tableau I1.1.). Lors de ce test pathologique, les deux éco-
types Col-0 et Ler-0 sensibles a I’isolat eH de P. brassicae ont également été phénotypés en
tant que témoins sensibles et fonds génétiques sauvages dans lesquels ont été générés les mu-
tants. Bur-0 lui a été phénotypé en tant que génotype témoin présentant une résistance partielle

vis-a-vis de I’isolat eH.

7.1. Dispositif expérimental

Les graines de chaque génotype ont été placées 4 jours sur du papier filtre humidifié a 4°C dans
I’obscurité. Elles ont ensuite été semées dans des pots individuels de 4 cm de diamétre sur un
terreau composé de 65% de tourbe irlandaise, 20 % de tourbe noir balte gelée, 15% perlite et
2% d’argile danois (Faliénor 922016F1). Le dispositif expérimental comporte 3 blocs (A, B et
C). Par bloc et par génotype, 12 plantes ont été inoculées 10 jours aprées le semis avec 1 mL
d’une suspension de spores de repos a 107 spores par mL et 6 plantes n’ont pas été inoculées et
serviront comme plantes contrdle pour étudier I’expression des genes cibles et des miARN. La
gamme d’hotes différentiels de Somé et al (1996) ainsi que C10, CB151 et ECDS5 ont été semés

dans chaque répétition pour valider I’infection et I’isolat ¢H.

7.2. Caractérisation phénotypique de I’impact de I’infection par P. brassi-

cae sur la plante hote

Trois traits ont été évalués sur les plantes inoculées : la longueur de la plus longue feuille de la
rosette (Lf1), la surface des galles (GA) et I’indice pathologique (IP). Sur les plantes non ino-
culées contrdle, seule la longueur de la plus longue feuille de la rosette a été mesurée (Lfni).
Ces données ont permis le calcul de I’indice GA/LA et de dLF pour chaque génotype et pour
chaque bloc.
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CHAPITRE Il : Impact de contraintes abiotiques sur
I’architecture épigénétique de la réponse d’Arabidopsis

thaliana a la hernie

1. Introduction

De nombreuses études rapportent 1’impact négatif de contraintes abiotiques — notamment dans
le cadre du changement climatique — sur la production agronomique (Lobell et al., 2011; Whee-
ler & von Braun, 2013; Zhao et al., 2017b). Les études rapportant I’impact des contraintes
abiotiques sur la réponse des plantes aux agents pathogénes sont moins nombreuses et rares
sont celles qui traitent de I’impact de facteurs abiotiques combinés aux facteurs biotiques. De
par les interactions possibles entre les stress, 1’effet de stress multiples (abiotique et biotique)
sur un phénotype est compliqué a évaluer. S’il n’y a pas d’interaction entre les différents fac-
teurs en jeu on peut s’attendre a une additivité des effets des différents stress. S’il y a une inte-
raction, celle-ci peut résulter soit d’une synergie positive (effet plus positif que 1’additivité pré-
dite) ou négative (effet plus négatif que 1’additivité prédite), soit d’un antagonisme positif (effet
moins positif que 1’additivité prédite) ou négatif (effet moins négatif que I’additivité prédite)

(Piggott et al., 2015) (Cf Chapitre 1.1.3.1.).

La résistance a la hernie a été caractérisée chez Arabidopsis et dans différentes espéces du genre
Brassica (Manzanares-Dauleux et al., 2000a; Rocherieux et al., 2004; Jubault et al., 2008b).
Cette résistance est controlée par des génes majeurs et des QTL a effet modéré détectés sur des
populations de cartographie et d’analyse génétiques dont les marqueurs moléculaires sont basés
sur des variations nucléotidiques. La détection et I'effet de certains QTL de résistance dépendent
cependant de facteurs biotiques tels que les isolats de P. brassicae utilisés (Manzanares-Dau-
leux et al., 2000a; Rocherieux et al., 2004; Jubault et al., 2008b) ainsi que de facteurs abiotiques
comme notamment la disponibilité en azote (Laperche et al., 2017; Aigu et al., 2018) ou en eau
du substrat (Gravot et al., 2016a). Les travaux de I’IGEPP ont montré également que la résis-
tance a la hernie chez A. thaliana est contr6lée par des épimutations naturelles et induites (Lié-
gard et al., 2019a,b).
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La détection et I'effet de certaines de ces épimutations sont également dépendantes des condi-
tions expérimentales, notamment une élévation de trois degrés de la température (Liégard et al.,
2019a) et de la disponibilité en eau du substrat (Gravot et al., 2016a). Le QTL Pb-At 5.2, détecté
dans une population en ségrégation issue du croisement entre Bur-0 (partiellement résistant) et
Col-0 (sensible) (Jubault et al., 2008b) a ainsi été caractérisé comme étant contr6lé par une
épimutation (Liégard et al., 2019b). En effet, la cartographie fine de ce QTL, a conduit a I’iden-
tification de deux génes causaux AT5G47260 et AT5G47280 codant des récepteurs NLR et dont
I’expression est négativement corrélée a leur niveau de méthylation (Liégard et al., 2019b). Une
hyperméthylation des deux génes est associee au phénotype de sensibilité observé chez Col-0
et une hypomeéthylation des deux génes est associé au phénotype de résistance partielle observé
chez Bur-0.

Dans cette partie de ma thése je me suis attachée a évaluer I’impact de trois contraintes abio-
tiques ponctuelles seules ou en combinaison sur I’architecture du contrdle épigénétique (c’est-
a-dire le nombre, 1’effet et la localisation des QTL®"') de la réponse d’Arabidopsis a la hernie :
une hausse de la température de 5°C, un déficit hydrique modéré et un engorgement du sol.
Nous avons caractérisé la réponse a la hernie de 123 lignées de la population epiRIL, issue du
croisement entre le mutant ddm1-2 et 1I’écotype sauvage Col-0 (Johannes et al., 2009) dans les
conditions abiotiques décrites ci-dessus. Plusieurs traits liés au développement de la plante ou
a la réponse de la plante a I’infection ont été évalués et utilisés pour réaliser une analyse d’épi-
génétique quantitative, en utilisant la carte épigénétique de 126 marqueurs épigénétiques cons-
truite par Colome-Tatche et al. (2012). Je me suis dans un premier temps intéressée a I’impact
des trois conditions abiotiques prises individuellement sur I’architecture épigénétique de la ré-
ponse d’Arabidopsis a la hernie (Cf Chapitre 111.2.). Cette partie est présentée sous la forme
d’un article soumis a la revue Frontiers in Plant Science dans la collection « Plant Plasticity
and Epigenetics ». En complément de cette premiére partie, j’ai évalué I’impact de ces condi-
tions abiotiques sur le niveau de méthylation de certaines régions génomiques potentiellement
impliquées dans la résistance partielle d’A4. thaliana a lahernie (Cf Chapitre 111.3.). J’ai ensuite
¢tudié I’impact de ces contraintes abiotiques combinées deux a deux sur la réponse d’A. tha-
liana a la hernie (Cf Chapitre 111.4.). Une discussion sera proposée au sein de chaque partie et

une conclusion partielle sera réalisée en 111.5.
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2. Environmental conditions modulate the effect of epigenetic factors
controlling the response of Arabidopsis thaliana to Plasmodiophora

brassicae

Key words: DNA methylation, temperature rise, flood, drought, clubroot, plasticity
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