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Résumeé : Melampsora larici-populina est un champignon biotrophe qui infecte le peuplier et
cause la maladie de la rouille foliaire, entrainant d’importants dégats dans les peupleraies. Un
des objectifs de I'UMR Interactions Arbres/Microorganismes est de caractériser les
déterminants moléculaires de ce pathosysteme. Au cours de cette thése, des approches post-
génomiques ont permis de mener a bien quatre projets de recherche. Premierement, I’analyse
du transcriptome des temps précoces de I’interaction peuplier/M. larici-populina a révélé un
transporteur de sulfate de peuplier fortement induit par [I’infection (chapitre II).
Deuxiémement, I’analyse phylogénomique de la famille des thaumatin-like proteins (TLP) a
entre autres mis en évidence certains clades spécifiguement associés aux réponses aux stress
chez le peuplier (chapitre Il1). Troisiemement, le géne codant la petite protéine sécrétée Risp
de fonction inconnue est fortement induit lors des réponses de défense du peuplier et n’a pas
d’homologue chez les autres plantes. La protéine recombinante est intrinsequement
désordonnée et présente une double activité de protéine antifongique envers M. larici-
populina et d’éliciteur endogéne des réponses de défense chez le peuplier (chapitre 1V et V).
La combinaison de ces deux propriétés n’a jamais été rapportée chez une protéine de plante.
Enfin, les genes MIpP4.1 et MIpH1.1 de M. larici-populina codent des petites protéines
sécrétées riches en cystéines et de fonction inconnue, considérées comme des effecteurs
candidats (chapitre VI). L expression de MIpP4.1 et MIpH1.1 est trés fortement induite lors
de I’infection des feuilles de peupliers et des activités de virulence ont été observées chez
Arabidopsis thaliana. Les analyses biochimique et structurale des protéines recombinantes
sont en cours et ont déja permis de démontrer la forte stabilité de MIpP4.1, probablement liée
a la présence de plusieurs ponts disulfures. A I’aide des protéines recombinantes, plusieurs
partenaires protéiques ont été identifiés chez les plantes permettant d’établir des hypotheses
quant a leur réle.

Mots clefs : arbre, basidiomycete, peptide de défense, protéine PR, effecteur

Abstract : Melampsora larici-populina is a biotrophic fungus that infects poplar and causes
the foliar rust disease, leading to severe damages in plantations. A major aim of the Tree-
Microbe Interactions department is to characterize molecular determinants of the
pathosystem. During this thesis, four research projects were achieved through post-genomic
approaches. First, transcriptome analysis of the early interaction between poplar and
M. larici-populina revealed a fungal-induced host sulfate transporter (chapter Il). Secondly,
the phylogenomic analysis of the thaumatin-like protein (TLP) family uncovered some clades
specifically associated with stress responses in poplar (chapter Ill). Thirdly, the gene
encoding the small secreted protein of unknown function Risp is strongly induced during
poplar defense reponses and has no homolog in other plants. The recombinant protein is
intrinsically disordered and presents a dual activity as an antifungal protein against M. larici-
populina and as an endogenous elicitor of defense responses in poplar (chapter IV and V).
The combination of both properties in a single protein has never been reported in plants.
Finally, M. larici-populina MIpP4.1 and MIpH1.1 genes encode cysteine-rich small-secreted
proteins of unknown fonction, considered as candidate effectors (chapter VI). MlpP4.1 and
MIpH1.1 expression is strongly induced during poplar leaf colonization, and virulence
activities were observed in Arabidopsis thaliana. Biochemical and structural analyses of
recombinant proteins are ongoing and already revealed the strong stability of MIpP4.1, likely
due to the presence of several disulfide bridges. Several plant partners of the recombinant
proteins were identified and have allowed for setting hypotheses about their role.

Keywords : tree, basidiomycete, host defense peptide, PR protein, effector
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Chapitre I

Résumé du chapitre |

Analyse bibliographique, contexte et objectifs de la these

Les plantes constituent la premiere et principale source de nourriture pour les humains
qui les cultivent et pour les microorganismes qu’elles hébergent. Malgré I'existence d'un
systéme immunitaire végétal complexe, certains parasites adaptés a leurs hotes
parviennent a les infecter et entrainent en général une maladie associée a la colonisation
des tissus. Ces agents pathogénes, quand ils infectent des plantes cultivées ou des
populations naturelles, entrainent des pertes importantes qui peuvent menacer
I'approvisionnement de populations humaines en nourriture ou perturber de maniere
brutale des écosystemes. Pour mieux faire face a ces maladies, il est nécessaire
d’approfondir nos connaissances des processus immunitaires et parasitaires qui
définissent les interactions plantes-parasites, aux échelles moléculaires et évolutives. Un
cadre conceptuel appelé le modeéle en ‘zigzag’ a été proposé en 2006 pour définir les
interactions moléculaires plantes-parasites intervenant  non seulement
chronologiquement au cours d'une infection mais aussi au cours de I’évolution. En
fonction de ces interactions, ce modeéle prédit de maniére quantitative la résistance des
plantes et de maniere qualitative l'issue de linteraction comme compatible ou
incompatible. La maladie de la rouille foliaire causée par Melampsora larici-populina
entraine d'importants dégats dans les peupleraies. Ce pathosystéme est un modele
émergent pour réaliser I'étude du systeme immunitaire des arbres et des mécanismes
moléculaires de la virulence des parasites biotrophes.

Ce chapitre est composé de quatre parties écrites en francais, la troisiéeme incluant un
article de synthese en anglais publié en 2011 dans la revue Journal of Pathogens. Dans la
partie I, j'introduis brievement la phytopathologie et son histoire, je définis les
principaux modes de vie des parasites et les types d’interaction avec leurs hotes. Dans la
partie I, je fais un bilan des connaissances actuelles sur les interactions moléculaires
entre plantes et microbes, en utilisant le modele en zigzag comme trame de mon exposé.
Ce modele est essentiellement centré sur le tryptique éliciteurs-effecteurs-récepteurs
replacés dans le contexte d'une interaction simplifiée a I'échelle cellulaire. Du coté de
I’héte, j'élargis mon analyse aux molécules de défense, aux voies de signalisation et aux
réponses systémiques. Du c6té des microbes, j'insiste essentiellement sur les fonctions
de virulence des effecteurs. A la fin de cette partie, je replace mon exposé dans un
contexte évolutif plus large en abordant briévement la relation non-hote et ses
déterminants moléculaires. Cette analyse porte essentiellement sur les bactéries,
oomycetes et surtout champignons biotrophes. Les interactions moléculaires avec
d’autres parasites (plantes parasites, virus, nématodes, insectes) biotrophes ou
nécrotrophes ne sont pas abordées, de méme que le role des petits ARN dans les
réponses de défense. Dans la partie IIl, je présente brievement le peuplier en tant
qu’'arbre modele et les maladies des rouilles en général. Le pathosysteme peuplier-
M. larici-populina est introduit dans un article de synthese publié dans la revue Journal
of Pathogens, dans lequel je replace avec mes co-auteurs les avancées réalisées en
génomique et en transcriptomique sur cette interaction. Dans la partie IV, j'expose
brievement le contexte des recherches au sein de I'Unité Mixte de Recherche
Interactions Arbres-Microorganismes (UMR [AM) et la maniére dont mes objectifs de
thése se sont intégrés dans le projet du laboratoire.
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Chapitre I

PARTIE I : INTRODUCTION DE PHYTOPATHOLOGIE GENERALE

1. Les maladies des plantes

On désigne la maladie comme une altération anormale et significative des fonctions d’'un
organisme. La phytopathologie désigne la science qui étudie les maladies des plantes,
qui sont causées notamment par trois grands groupes de microorganismes: les
champignons, les oomycetes et les bactéries (Dodds et Rathjen 2010). Collectivement,
ces 3 groupes de microorganismes peuvent infecter la quasi-totalité des plantes et de
leurs organes (Figure 1). Par exemple, les champignons causent des maladies telles que
le charbon du mais (Ustilago maydis), 1a rouille brune du blé (Puccinia striiformis f. sp.
tritici), la pyriculariose du riz (Magnaporthe oryzae) ou la pourriture grise des fruits
(Botrytis cinerea). De méme, les oomycetes sont responsables de nombreuses maladies
des Solanacées comme le mildiou de la pomme de terre (Phytophthora infestans) ou
encore de la mort subite des aulnes (Phytophthora alni) et des chénes (Phytophthora
ramorum). Les bactéries causent par exemple les maladies des taches foliaires
(Pseudomonas syringae) ou les feux bactériens (Erwinia amylovora). Certains
symptomes des maladies peuvent profondément modifier le phénotype des plantes
infectées comme les galles causées par Agrobacterium tumefaciens ou les pseudo-fleurs
engendrées par Puccinia monoica. Lorsque les parasites colonisent des cultures, ils
entrent en compétition avec 'homme pour ces ressources et peuvent fortement
influencer les sociétés humaines. Par exemple, les épidémies de 'oomycete P. infestans
sont responsables de la grande famine européenne dans les années 1840. Plus
récemment, les épidémies de Phakopsora pachyrhizi, I'agent de la rouille asiatique du
soja en Amérique du sud ou encore I'’émergence de races hypervirulentes de Puccinia
graminis f. sp. tritici, agent de la rouille noire du blé, ravivent les menaces sur les
principales productions agricoles a ’échelle mondiale. Certains parasites peuvent
également perturber de manieére brutale I'équilibre d’'un écosystéme, comme par
exemple P. ramorum qui cause la mort subite du chéne et décime les foréts dans l'ouest
des Etats-Unis. L’évolution et la dispersion rapide de ces parasites rendent leur controle
extrémement difficile, et mettent en relief nos capacités d’adaptation limitées. Pour
mieux faire face aux infections et a I’évolution rapide des agents pathogenes, il est
nécessaire d’approfondir les connaissances des processus moléculaires liés au

parasitisme des microbes et a 'immunité des plantes.
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Chapitre I

Figure 1. Les maladies causées par les champignons, oomycétes et bactéries phytopathogénes

(A-G) Maladies causées par des champignons basidiomycétes. (A) Maladie du charbon causée par Ustilago maydis sur un épi de
mais. (B) Formation de spores (triangle blanc) et de structures mimant des feuilles (fleche blanche) dans un épi de mais infecté
par Sporisorium reilianum. (C) Pustules de la rouille brune du blé formées par Puccinia striiformis f. sp. tritici. (D)
Gymnosporangium cornutum sur le sorbier des oiseleurs. (E) Atelocauda digita sur les feuilles de koa. (F) Urédies traduisant
I'infection du lin par I'agent de la rouille du lin Melampsora lini. (G) Pseudo-fleurs induites par Puccinia monoica chez I’Arabis. (H-
M) Maladies causées par des champignons ascomycétes. (H) Blé infecté par Mycosphaerella graminicola. (1) Maladie de la
pyriculariose du riz causée par Magnaporthe oryzae. (1) Pourritures grises causées par Botrytis cinerea sur des framboises. (K)
Orge infecté par Blumeria graminis f. sp. hordei. (L) Blé infecté par Fusarium graminearum. (M) Symptome sur une feuille infectée
par Colletotrichum higginsianum. (N-Q) Maladies causées par des oomycetes. (N) Phytophthora infestans sur une feuille de
pomme de terre. (O) Hyaloperonospora arabidopsidis sur Arabidopsis thaliana. (P) Vue aérienne d’'une zone boisée avec des
arbres morts suite a une infection par Phytophthora ramorum. (Q) Dépérissement des aulnes di a Phytophthora alni. Uinsert
présente un chancre sur une tronc d‘aulne. (R-U) Maladies causées par des bactéries. (R) Galle engendrée sur une branche de
cerisier par Agrobacterium tumefaciens. (S) Symptomes foliaires chez Arabidopsis thaliana dus a une infection par Pseudomonas
syringae pv. tomato. Les bactéries sont visibles en fond par microscopie électronique a balayage (T) Fleurs de pommiers infectées
par Erwinia amylovora. (U) Plant de tomate infecté par Ralstonia solanacearum.

Adapté de Dean et al., MPP, 2012 / Mansfield et al., MPP, 2012 / Schirawski et al., Science, 2010 / Grant et Jones, Science, 2009 /
Ellis et al., Annual Reviews in Phytopathology, 2007 / Boller et He, Science, 2009 / Coates et Beynon, Annual Reviews in
Phytopathology, 2010 / www.apsnet.org
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Chapitre I

2. Modes de vie des parasites et types d’interaction avec les plantes
Les microorganismes parasites sont généralement regroupés dans trois grandes

catégories selon leur stratégie d'infection. Les nécrotrophes tuent les tissus de leur hote
afin de s’en nourrir, tandis que les biotrophes établissent une interaction durable avec
les tissus vivants au sein desquels ils se développent (Dodds et Rathjen 2010). Les hémi-
biotrophes adoptent un statut intermédiaire, avec une phase biotrophe dans les
premiers temps d’infection, suivie d’'une phase nécrotrophe. On distingue également
différentes catégories d’interactions plantes-parasites (Figure 2). L’interaction dite
«non-hote » est la plus répandue dans la nature. Elle désigne l'incompatibilité
fondamentale entre une espece de plante et une espece de parasite (la plante n’est pas
un hoéte pour le parasite qui ne peut l'infecter). Par opposition, la relation dite « hote »
existe entre deux especes lorsque certains biotypes de chaque espece peuvent interagir
pour former des interactions compatibles ou incompatibles. La relation incompatible
réfere a une résistance totale (ou résistance qualitative) d’'un biotype (ou cultivar)
particulier de plante a un biotype (ou souche, pathovar) du parasite alors qualifié
d’avirulent. Au contraire, la relation compatible aboutit a une colonisation de la plante
(dite sensible) par le parasite alors qualifié de virulent. Lors de la relation compatible, la
colonisation du parasite peut varier de maniere quantitative, pouvant étre maximale
(sensibilité totale de la plante) ou plus réduite (résistance partielle de la plante).

Le spectre des microbes associés aux plantes s’étend au-dela des agents pathogenes,
puisque de nombreuses especes mutualistes établissent des associations
réciproquement profitables avec les plantes. Ces symbiontes biotrophes présentent la
capacité a coloniser un hote végétal et a le modifier pour une interaction plus ou moins
durable durant laquelle ils vont dériver des nutriments a partir de structures
spécialisées formées chez leur héte (Selosse 2008). A ce titre, ils seront mentionnés dans
ce manuscrit uniquement lorsque leur étude aura permis des avancées majeures
concernant I'étude des effecteurs potentiellement impliqués dans les mécanismes de

compatibilité avec I'hote.

3. Historique et perspectives de la phytopathologie moléculaire
On estime a environ 10 000 ans I'dge des premiers pas de 'homme en agriculture. Des

I'antiquité, des preuves existent de la prise de conscience de la présence de maladies
associées a ces cultures et de la volonté de les limiter (Herman 2012). Dans la seconde

moitié du XIXéme siecle, Pasteur et Koch énoncent la théorie des germes qui stipule que
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/\

non-host hos'

incompatible

Figure 2. Les types d’interactions possibles entre les microorganismes parasites et les plantes
Le gris désigne I'absence de colonisation ou une colonisation limitée des tissus de I'h6te par le parasite, tandis que le rouge
désigne un succes de colonisation des tissus de |'hote.

presentA Biotechnologies: from the lab to the crop

Burst of effector biology

Post-genomic era

2000 Arabidopsis thaliana genome sequence / First PRR gene cloned (Boller)
First endogenous peptide elicitor discovered (Pearce, Ryan)

First R gene cloned (Martin)

First Avr gene cloned (Staskawicz)

Agrobacterium tumefaciens as a tool for biotechnologies (Montagu, Schell)
First PR proteins discovered

Plants possess inducible defenses

1950
Melampsora lini as a model for the gene-for-gene (or R — Avr) theory (Flor)
Plants possess chemical defenses
Puccinia graminis physiological races (Stackman)

1900
Phytophthora infestans as the Irish potato famine pathogen (de Bary)
Germ theory: diseases are caused by microorganisms (Pasteur, Koch)

1850

Figure 3. Les événements majeurs en phytopathologie depuis le milieu du XIXéme siéecle
Adapté de Staskawicz, ‘Effectors in plant-microbe interactions’, 2012 / Herman, cours de phytopathologie

‘The Plant Cell}, 2012
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les maladies sont causées par des microorganismes (Figure 3). A cette méme période, la
premiere bactérie phytopathogene (E. amylivora) est découverte, tandis que P. infestans
est identifié comme étant 1'agent responsable du mildiou de la pomme de terre. Au
début du XXeéme sjecle, l'observation que certains biotypes d’agents pathogenes
entrainent une maladie seulement sur certains cultivars de plantes a été un moteur fort
des premieres recherches en phytopathologie. Notamment, Stackman a proposé le
concept de ‘race physiologique’ aprés avoir constaté que des races de P. graminis issues
d’'un cycle sexuel pouvaient donner des souches de virulence variables sur les variétés
de blé (Stackman 1914). Dans les années 1940, Flor proposa une explication génétique
sur le concept des races physiologiques. En utilisant le pathosystéme lin-Melampsora lini
(agent de la rouille du lin), il montra qu’un seul géne a la fois chez 'hote et chez le
champignon détermine la capacité d'une souche a infecter un cultivar donné (Flor
1942). Ses observations menerent au concept de la relation dite gene-pour-gene ou
relation résistance - avirulence (R - Avr ; résistance et avirulence étant des traits
dominants) qui sert encore aujourd’hui de cadre conceptuel pour les programmes
d’amélioration des plantes. C’est également dans cette premiere partie du XXéme sjecle
qu’ont été découverts les premiers systémes de défense des plantes, apres qu'il ait été
établi une corrélation entre la présence de certaines molécules chez les plantes et la
résistance aux agents pathogeénes. Le caractére inductible de ces défenses a été établi
dans les années 1960 par I'observation de ce que l'on appelle actuellement la réponse
systémique acquise (SAR ; systemic acquired resistance) chez des plants de tabac
infectés par le virus de la mosaique. C’'est également a cette époque qu’'ont été mis au
point les premiers fongicides systémiques. Les premieres protéines spécifiquement
induites lors des réactions de défense, regroupées sous le terme de protéines PR
(pathogenesis-related), ont été isolées biochimiquement au cours des années 1970 (Van
Der Wel et Loeve, 1972 ; Van Loon et Van Strien, 1999). Au début des années 1980, la
bactérie phytopathogene A. tumefaciens fut utilisée pour introduire de maniere ciblée du
matériel génétique dans les plantes, ouvrant la voie aux techniques modernes de
transformation génétique (Caplan et al., 1983). En 1984, plus de quarante ans apres la
conceptualisation de la relation R - avr, le premier gene d’avirulence a été cloné chez la
bactérie pathogéne du soja P. syringae pv. glycinea (Staskawicz et al., 1984 ; Staskawicz
2012). Ce n’est qu'en 1990 qu’il a été montré que ces protéines d’avirulence ont

également un role dans la virulence des parasites (Kearney et Staskawicz, 1990). C’est
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également au début de cette décennie que le premier gene de résistance a été cloné chez
la tomate, ainsi que le premier géne d’avirulence de champignon chez Cladosporium
fulvum (Martin et al, 1993 ; Van Kan et al, 1991 ; Nishimura et Dangl 2010 ;
Stergiopoulos et de Wit 2009). La systémine, le premier peptide endogene capable
d’éliciter des réponses de défense chez les plantes, a été identifiée en 1991 (Pearce et al.,
1991 ; Ryan et Pearce 2003). L’année 2000 verra l'identification du premier récepteur
capable de reconnaitre un éliciteur microbien (FLS2, récepteur de la flagelline), ainsi
que la publication du génome de la plante modele Arabidopsis thaliana (Gomez-Gomez
et Boller 2000 ; The Arabidopsis Genome Initiative 2000). Le début du XXIéme siecle
marque l'entrée des interactions moléculaires plantes-parasites dans l'ere de la
génomique, puis tres vite, dans celle dite de post-génomique. Entre autres, I'étude des
génomes a permis d’identifier et d’analyser I'évolution des éliciteurs, des effecteurs, des
récepteurs et des protéines PR, molécules clefs étudiées en phytopathologie moléculaire
(Haas et al., 2009 ; McCann et al., 2012 ; Fritz-Laylin et al., 2005 ; Meyers et al., 2003 ;
Van Loon et al,, 2006). Associées aux analyses transcriptomiques, ces études permettent
également de caractériser a I'échelle du génome les reprogrammations génétiques
associées a la résistance des plantes ou a la virulence des parasites (Eulgem 2004 ; Both
et al., 2005). Enfin, au cours des cinq derniéres années la biologie des effecteurs a
émergée comme front de science tres actif, qui contribue a établir une vision intégrée
des interactions plantes-parasites a I’échelle moléculaire (Hogenhout et al., 2009 ; Dodds
et Rathjen 2010). Un premier modele, dit modele en zigzag, établira en 2006 le cadre
conceptuel des recherches menées sur les interactions plantes-parasites (Jones et Dangl
2006). Les biotechnologies commencent seulement a intégrer les connaissances
acquises sur les effecteurs pour développer de nouvelles ressources agro-alimentaires

résistantes aux parasites (Lacombe et al,, 2010 ; Horvath et al., 2012).
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PARTIE 2 : LE ZIGZAG DES INTERACTIONS MOLECULAIRES PLANTES/PARASITES

1. Le modeéle en zigzag : les éliciteurs, les effecteurs et leurs récepteurs
Contrairement aux animaux qui possedent un systeme immunitaire composé de cellules
spécialisées mobiles et capables de s’adapter aux agents pathogenes, le systeme
immunitaire végétal est intégré au sein de chacune des cellules de la plante, qui possede
ses propres détecteurs, voies de signalisation et mécanismes de défense (Spoel et Dong
2012). La vision actuelle du systeme immunitaire végétal comme un systéme a deux
niveaux fut proposée en 2006 par Jones et Dangl dans le modele dit en zigzag (Jones et
Dangl 2006). Ce modele en quatre phases décrit les interactions qui interviennent entre
les molécules des parasites et de leurs plantes hotes, et traite de leurs conséquences
quantitatives sur les réponses de défense et qualitatives sur l'issue de l'interaction
(Figure 4). Les trois premieres phases suivent la chronologie d’une infection unique a
une échelle spatiale localisée, tandis que la quatrieme phase illustre les interactions
moléculaires a I'échelle micro-évolutive. Au cours de la phase 1, des molécules
conservées des microbes, désignées sous le terme de PAMP ou MAMP
(pathogen/microbe-associated  molecular  patterns ; PAMP sera  utilisé
préférentiellement dans ce chapitre) sont présentes dans I'apoplaste et détectées par
des récepteurs immunitaires, eux-mémes nommeés PRR (pattern recognition receptors)
et situés au niveau de la membrane plasmique. Ces PRR vont éliciter un premier niveau
d’immunité appelé PTI (PAMP-triggered immunity) marqué par des réponses de défense
modérées qui sont suffisantes pour empécher la colonisation de parasites non-adaptés.
Lors de la phase 2, les parasites sécretent des effecteurs qui peuvent interférer avec le
PTI et manipuler la structure et les fonctions dans les tissus infectés de maniere a
favoriser l'infection. Cette phase au cours de laquelle les effecteurs fonctionnent comme
des facteurs de virulence est appelée I'ETS (effector-triggered susceptibility), car c’est au
cours de cette phase qu’est provoquée la sensibilité de la plante. Dans certains cas, au
cours de la phase 3, des récepteurs immunitaires appelés ‘protéines de résistance’ (R)
détectent la présence d’effecteurs et déclenchent un second niveau d'immunité nommé
ETI (effector-triggered immunity) qui est marqué par de fortes réponses de défense.
L’ETI mene généralement a une réponse hypersensible (HR) et a la résistance complete
de la plante au parasite. Les effecteurs qui déclenchent I'ETI sont alors qualifiés de
facteurs d’avirulence (Avr), puisqu'’ils entrainent I'avirulence du parasite. Enfin, la phase

4 illustre I’évolution de parasites capables de rétablir 'ETS, en perdant le facteur
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Figure 4. Modele en zigzag des interactions moléculaires plantes-parasites

Phase 1: les PAMP (pathogen-associated molecular patterns) élicitent des réponses de défense modérées (PTI; PAMP-triggered
immunity). Phase 2: de par leur fonction de virulence, les effecteurs répriment le PTI et entrainent la susceptibilité de I'hote (ETS;
effector-triggered susceptibility). Phase 3 : un effecteur (ou facteur d’avirulence Avr) est reconnu par un composant (dit facteur de
résistance ou protéine de résistance R) du systéme immunitaire (relation dite R - Avr), ce qui déclenche d’importantes réponses
de défense (ETI; effector-triggered immunity) qui culminent avec une réponse hypersensible (HR) et la résistance compléte de la
plante. Phase 4 : au cours de I"évolution, un phénoméne appelé ‘course aux armements’ favorise |'apparition de souches ayant
perdu un facteur d'avirulence chez le parasite, ce qui permet de restaurer I'ETS chez la plante. Ce méme phénomene favorise
I'émergence de plantes possédant des génes de résistance capables de reconnaitre un nouvel effecteur et de restaurer I'ETI.
Jones et Dangl, Nature, 2006
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d’avirulence responsable de I'ETI ou en gagnant de nouveaux facteurs de virulence
capables d’inhiber I'ETI. En réponse, évoluent des plantes possédant de nouvelles
résistances pouvant rétablir 'ETI en reconnaissant de nouveaux effecteurs. Cette phase
4 suit un processus dit de ‘course aux armements’ qui résulte de 'intime co-évolution
entre plantes et parasites.

Depuis la publication de ce modele, plusieurs auteurs ont proposé des variantes en y
apportant un concept nouveau ou des modifications. Par exemple, Dodds et Rathjen ont
replacé les processus en zigzag dans le contexte cellulaire sans intégrer de notion
temporelle au modele, que ce soit celui de l'infection ou celui de I'évolution (Dodds et
Rathjen 2010 ; Figure 5A). D’autre part, Boller et Felix ont proposé un modele basé sur
I'idée que les plantes reconnaissent et signalent de maniére générale un danger. Ils ont
introduit le concept de DAMP (damage-associated molecular patterns) en
phytopathologie et souligné I'idée que des molécules de plantes peuvent également étre
les éliciteurs de réponses de défense. Ils ont supprimé la distinction PTI/ETI pour
préférer le terme général de syndromes de défense (Boller et Felix 2009 ; Figure 5B).
Enfin, un grand nombre d’auteurs ont revisité ce modele pour 'adapter a des situations
plus ciblées sur un pathosysteme donné, sur des phases particuliéres ou encore sur la
maniere dont ce modele peut intégrer les compromis évolutifs liés aux réponses
différentes vis-a-vis des biotrophes et des nécrotrophes (Thomma et al., 2011 ; Katagiri

et Tsuda 2010 ; Terauchi et Yoshida 2010 ; Kliebenstein et Rowe 2008).

2. Le PTI : reconnaitre, signaler et répondre
On peut distinguer trois phases dans l'établissement d’une réponse de type PTI: la

reconnaissance de molécules témoignant de la présence d’un parasite (c’est-a-dire les
éliciteurs), la signalisation de cette reconnaissance et les réponses de défense pour stopper

I'infection.

2.1. Reconnaissance des PAMP et DAMP par les PRR
Les éliciteurs généraux sont des molécules d’origine microbienne (PAMP) ou végétale

(DAMP) qui indiquent la présence d’un parasite. Leur reconnaissance par les PRR du

systeme immunitaire constitue la premiere étape dans I'établissement du PTI.

2.1.1. PAMP et DAMP, déclencheurs du PTI
Certaines molécules conservées sont retrouvées de maniere abondante chez les

microorganismes, et peuvent leur étre spécifiques. Par exemple, la chitine est présente
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Figure 5. Modeéles des interactions moléculaires plantes-parasites

(A) Les PAMP sont reconnus par les récepteurs membranaires (PRR; pattern-recognition receptors), qui s’hétéro-dimérisent avec
BAK1 (brassinosteroids insensitive 1-associated kinase) pour déclencher le PTI. Les bactéries sécrétent des effecteurs dans la
cellule hote par leur pilus tandis que champignons et oomycétes biotrophes différencient des haustoria pour sécréter leurs
effecteurs. Les effecteurs suppriment le PTI, mais certains sont reconnus par des récepteurs cytoplasmiques tels que les protéines
NB-LRR (nucleotide binding leucine-rich repeat), qui déclenchent alors I'ETI. (B) En plus des PAMP, les PRR peuvent détecter des
DAMP (damage-associate molecular patterns) qui sont des éliciteurs endogénes. Cette reconnaissance est signalée sous la forme
d’un signal de danger qui aboutit @ un syndrome de défense. La reconnaissance d'effecteurs de parasites ayant co-évolués avec
I’hote accentue le syndrome de défense.

Dodds et Rathjen, Nature Reviews in Genetics, 2010 / Boller et Felix, Annual Reviews in Plant Biology, 2009
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Tableau 1. PAMP et DAMP qui élicitent des réponses de défense chez les plantes

Elicitor origin Nature Elicitor (PAMP/MAMP/DAMP) Receptor (species) Receptor type
Bacteria protein flagellin (flg22) FLS2 (arabidopsis) LRR RLK
NbFLS2 (tobacco) LRR RLK
LeFLS2 (tomato) LRR RLK
OsFLS2 (rice) LRR RLK
elongation factor (EF-Tu; elf18) EFR (arabidopsis) LRR RLK
ax21 Xa21 (rice) LRR RLK
cold shock protien (CSP) - -
DNA processing protein DprA - -
CitG MdcB - -
ATP-dependent RNA helicase RhIB - -
conserved hypothetical protein - -
peptidoglycan peptidoglycan LYM1 (arabidopsis) LysM RLP
LYM3 (arabidopsis) LysM RLP
CERK1 (arabidopsis) LysM RLK
lipopolysaccharides lipopolysaccharides = -
Oomycete protein elicitin (INF1) NbLRK1 (tobacco) Lectin-like RLK
transglutaminase (pep13) = 100 kDa protein
oligosaccharide heptaglucoside - glucanase
glycopeptide glycopeptide = -
Fungi polysaccharide chitin CERK1 (arabidopsis, rice) LysM RLK
CEBIP (rice) LysM RLP
protein xylanase LeEIX1 (tomato) LRR RLP
LeEIX2 (tomato) LRR RLP
Plant oligosaccharide oligogalacturonide WAK1 (arabidopsis) wall-associated kinase

protein

systemin -

plant elicitor peptides (pep) PEPR1 (arabidopsis)
PEPR2 (arabidopsis)

hypsys -

inceptin N

subpep -

GmPep914 -

160 kDa protein
LRR RLK
LRR RLK

Adapté de Chinchilla et Boller, Effectors in Plant-Microbe Interactions, 2012 / McCann et al., PNAS, 2012 / Yamaguchi et al., Plant
Physiology, 2011 / Yamaguchi et Huffaker, Current Opinion in Plant Biology, 2011 / Monaghan et Zipfel, Current Opinion in Plant
Biology, 2012 / Brunner et Nurnberger, PNAS, 2012.
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au sein des parois de tous les champignons et la flagelline est un composant essentiel
des flagelles bactériens. Ces molécules ne sont pas présentes chez les plantes, et ces
dernieres ont la capacité de reconnaitre ces molécules comme des indicateurs
aspécifiques de la présence d’'un microorganisme dans les tissus (Zipfel et Robatzek
2010). Ces molécules conservées reconnues par les plantes sont qualifiées d’éliciteurs
ou encore PAMP lorsqu’elles déclenchent une réponse de défense de type PTI
(Monaghan et Zipfel 2012). Des PAMP, essentiellement de nature protéique ou
polysaccharidique, ont été identifiés chez I'ensemble des microorganismes associés aux
plantes comme par exemple la flagelline ou les peptidoglycanes chez les bactéries, les
transglutaminases et glucanes chez les oomycetes ou encore la chitine et des xylanases
chez les champignons (Tableau 1). D’autre part, lors de leur progression au sein de leurs
hotes, les microorganismes endommagent ou modifient certains composants
extracellulaires des tissus végétaux. Par exemple, de I'acide galacturonique est libéré des
parois lorsque celles-ci sont soumises a I'action d’enzymes de dégradation, ce qui élicite
également le PTI. Les plantes ont donc la capacité de percevoir la présence de
microorganismes de maniere aspécifique et indirecte, en suivant les perturbations

engendrées par l'infection au sein des tissus.

2.1.2. Les éliciteurs peptidiques endogenes, amplificateurs du PTI
Certains petits peptides de plantes présents dans I'apoplaste peuvent également éliciter

le PTI (Yamaguchi et Huffaker 2011 ; Ryan et Pearce 2003). Ces peptides sont issus de
précurseurs protéiques qui peuvent étre cytoplasmiques ou sécrétés dans 'apoplaste, et
dont les fonctions, quand elles sont connues, ne sont pas en lien avec les mécanismes de
défense (Figure 6). L'expression des genes codants ces précurseurs est induite par
I'attaque de parasites ou par des blessures, et ces précurseurs sont ensuite clivés pour
libérer les peptides. Actuellement on distingue six grandes classes d’éliciteurs
peptidiques endogenes : la systémine, les membres de la famille Plant Elicitor Peptide
(Pep), 'hydroxyproline rich systemin (Hypsys), l'inceptine, le subpep et le peptide
GmPep914 (Tableau 1 ; Yamaguchi et Huffaker 2011 ; Yamaguchi et al., 2011). Ces
peptides seraient des éliciteurs secondaires du systéme immunitaire, qui interviennent
apres la détection de PAMP ou DAMP pour amplifier les réponses de défense au sein de

la cellule infectée et également éliciter le PTI dans les cellules environnantes (Figure 7).
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(I) Peptides from precursor proteins without an N-terminal secretion signal

Precursor protein

Systemins [ ]
SlproSys (200 aa)

Pep [ =]
AlproPep1 (92 aa)

Peptide sequence

AVQSKPPSKRDPPKMQTD
SISys (18 aa)

ATKVKAKQRGKEKVSSGRPGQHN
AfPepi (23 aa)

(Il) Peptides from precursor proteins with an N-terminal secretion signal

| 1]
HypSys (- | )
NipreproHypSys (165 aa)

1 ti ti derived from proteins with rat

Inceptin L1 =1
Chloroplastic ATP synthase
y-subunit (370 aa)

SubPep |
Putative subtilase (789 aa)
(Glyma18g48580)

Figure 6. Les éliciteurs peptidiques endogénes chez les plantes

RGANLPOOSOASSOOSKE
NiHypSysl (18 aa)

NRKPLSOOSOKPADGQRP
NiHypSysll (18 aa)

rim functions

ICDINGVCVDA
Inceptin (11 aa)

NTPPRRAKSRPH
GmSubPep (12 aa)

Des membres représentatifs de chacune des cing familles d’éliciteurs peptidiques endogénes connus de plantes sont représentés,
ainsi que leurs précurseurs, leur composition en acides aminés et les espéces chez lesquels ils ont été identifiés. Les O rouges
indiquent les hydroxyprolines et les astérisques indiquent les cystéines impliquées dans des ponts disulfure. Les peptides clivés a
partir du précurseur sont indiqués en bleu, les peptides de sécrétion apoplastique en orange et le peptide de localisation

chloroplastique en vert.
Yamaguchi et Huffaker., Current Opinion in Plant Biology, 2011
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Figure 7. Modele d’amplification des réponses de défense par les éliciteurs peptidiques endogénes

La perception de MAMP par les PRR du systeme immunitaire entraine une signalisation et la mise en place de réponses de
défense. Les éliciteurs peptidiques endogenes tels que les PEP (plant elicitor peptides) sont un des composant de ces mécanismes
de défense, qui vont étre libérés dans I'espace extracellulaire pour amplifier le signal de défense en étant reconnu par les PEPR
(PEP receptors) de maniére autocrine (au sein de la méme cellule) ainsi que par les cellules avoisinantes.

Yamaguchi et Huffaker., Current Opinion in Plant Biology, 2011
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2.1.3. Les PRR, sentinelles des frontieres cellulaires
Les PAMP présents dans I'espace extracellulaire sont reconnus par des récepteurs de la

membrane plasmique appelés PRR (Monaghan et Zipfel 2012). Ces PRR appartiennent
généralement a la famille des receptor-like kinases (RLK) ou des receptor-like proteins
(RLP) qui se différencient respectivement par la présence ou non d'un domaine kinase
cytoplasmique. RLK et RLP possédent un large domaine extracellulaire porteur le plus
souvent de domaines répétés riches en leucine (LRR, leucine-rich repeat) ou de motifs
lysine (LysM) qui interagissent préférentiellement avec des ligands de nature protéique
et saccharidique, respectivement (Monaghan et Zipfel 2012). Actuellement, une dizaine
de couples éliciteurs/récepteurs ont été identifiés, essentiellement entre des PRR
d’arabidopsis ou de riz et des éliciteurs bactériens (Figure 8). Certain de ces couples, tels
que la flagelline et son récepteur LRR-RLK FLS2 ou le facteur d’élongation Tu (EF-Tu) et
son récepteur LRR-RLK EFR, ont été étudiés de maniére approfondie ces dernieres
années. Ils sont couramment utilisés aujourd’hui en laboratoire comme modeéles pour
disséquer les mécanismes de I'immunité ou en biotechnologie pour améliorer les
résistances des cultures (Schwessinger et al, 2011 ; Lacombe et al, 2010). La
reconnaissance de la flagelline par FLS2 a permis de dresser un modele d’activation des
PRR selon lequel, suite a I'interaction directe PRR-ligand, le signal de reconnaissance est
transmis dans le cytoplasme. Des événements d’homo- et hétéro-dimérisation des
récepteurs et de multiples évenements de trans-phosphorylation entre domaines
intracellulaires des PRR et des protéine kinases cytoplasmiques comme BIK1 (botrytis-
induced kinase 1) contribuent a la mise en place de cette signalisation (Segonzac et
Zipfel 2011 ; Sun etal.,, 2012 ; Liu et al., 2012). A ce niveau, le récepteur de type LRR-RLK
BAK1 (brassinosteroid insensitive 1-associated kinase) apparalt comme un régulateur
central de ces mécanismes, de par sa capacité a former des hétéroduplexes avec la
majorité des PRR d’'une maniere dépendante de la fixation d’un ligand (Kemmerling et
al, 2011 ; Figure 5A). La protéine BAK1 est également impliquée dans les mécanismes
de signalisation des brassinostéroides et pourrait étre un médiateur majeur a

I'intersection des mécanismes développementaux et immunitaires.

2.1.4. L’identification des couples PAMP/PRR
Le répertoire des couples éliciteur/récepteur connus reste a I’heure actuelle

extrémement pauvre compte tenu du tres grand nombre de molécules microbiennes et

des centaines de récepteurs de la membrane plasmique identifiés chez les plantes.
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Figure 8. Les couples PRR/ligands

Les RLK (receptor-like kinases) ou RLP (receptor-like proteins) possédent des domaines extracellulaires de type LRR ou LysM
(lysine motif) et reconnaissent des PAMP bactériens (flagelline [flg22], facteur d’élongation [EF-Tu], peptide sulfaté ax21,
peptidoglycanes), fongiques (xylanase, protéine avel, chitine) ou d'oomyceétes (heptaglucanes). lls peuvent également reconnaitre
des DAMP de la plante tels que les PEP d’arabidopsis (AtPeps) ou encore des fragments d’acide oligogalacturonique des parois
végétales.

Monaghan et Zipfel, Current Opinion in Plant Biology, 2012
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Figure 9. Spécificité des MAMP, DAMP et systéemes de reconnaissance végétaux

Les MAMP sont généralement universellement présents au sein d’un large groupe taxonomique de microbes, tandis que leur
reconnaissance par les plantes est plus hétérogene. De la méme manieére, la perception des DAMP peut étre universelle comme
pour 'OGA (oligogalacturonic acid) ou hautement spécifique comme pour la systémine. Les effecteurs présentent également ce
schéma de répartition présence/reconnaissance hautement spécifique.

Boller et Felix, Annual Reviews in Plant Biology, 2009
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L’identification de nouveaux éliciteurs et de leurs récepteurs associés est actuellement
une priorité de recherche (Zipfel et Robatzek 2010). La répartition des PAMP chez les
microbes et DAMP chez les plantes n’est pas universelle, de méme que la capacité des
plantes a les reconnaitre via les PRR. Par exemple, la systémine est spécifiquement
reconnue par certaines especes de Solanacées, tandis que le facteur d’élongation
bactérien Ef-Tu ou encore le peptide ax21 de Xanthomonas spp. ne sont respectivement
reconnus que par certaines Brassicacées et certains cultivars de riz (Figure 9). Dans le
cas de la flagelline, cette capacité de reconnaissance fut acquise au cours de I’évolution
de maniere convergente chez les plantes et les animaux (Gomez-Gomez et Boller 2002).
Cela suggere que la perception des éliciteurs par les plantes est le fruit d’'une forte
dynamique co-évolutive avec leur cortege de microorganismes associés. McCann et
collaborateurs ont récemment utilisés les signatures laissées par cette co-évolution au
sein de génomes de P. syringae pour identifier de nouveaux PAMP (McCann et al.,, 2012).
Au-dela des PRR reconnaissant les PAMP, un tres grand nombre de récepteurs des
membranes plasmiques reconnaissent des protéines et peptides de plante pour réguler
des processus développementaux (Butenko et al, 2009). L’identification et la
caractérisation des couples ligand-récepteur devraient offrir une vision intégrée de la
facon dont les cellules pergoivent leur environnement et y répondent, notamment par la

modulation de leur développement et de leur immunité.

2.2.Voies de signalisation menant au PTI
Suite a la reconnaissance de ligands via les PRR, s’ensuit un ensemble de réponses

physiologiques qui constituent les voies de signalisation du PTI. Généralement, on distingue
les réponses quasi-immédiates (cinq minutes apres élicitation) et les réponses précoces
(dans les 30 minutes apres élicitation) qui aboutissent finalement a la régulation des

genes.

2.2.1. Voies activées de maniere quasi-immédiate
Dans les premieres minutes suivant la détection d'un éliciteur, trois réponses

physiologiques interviennent : un flux d’ion permettant une entrée de calcium dans les
cellules, la génération massive et transitoire d’especes réactives de I'oxygene (reactive
oxygen species ; ROS) et l'activation de plusieurs types de protéine kinases (Boller et
Felix, 2009 ; Chinchilla et Boller 2012 ; Schwessinger et Ronald, 2012 ; Figure 10). Le

calcium est un signal non spécifique qui joue un role de second messager dans le
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cytoplasme et qui contrdle plusieurs processus distincts. Notamment, plusieurs kinases
CDPK (calcium-dependent protein kinases) sont activées par le calcium et sont
impliquées dans la génération de ROS et l'expression des genes de défense chez
arabidopsis (Boudsocq et al., 2010). La production de ROS intervient également de
maniere tres précoce. Cette production est assurée notamment par des NADPH oxydases
de la membrane plasmique ou encore certaines peroxydases (Suzuki et al., 2010). Tout
comme pour le calcium, les ROS sont des médiateurs aspécifiques dont le réle dans les
mécanismes de signalisation reste mal compris. Toutefois, en modifiant le statut redox
des résidus cystéinyls, les ROS activent des facteurs et cofacteurs de transcription,
permettant I'induction de l'expression des genes de défense (Spoel et Loake 2011).
D’autre part, les ROS stimulent la fermeture des stomates et I'oxydation des parois
cellulaires, ce qui permet d’'imposer des barrieres physiques aux parasites. Enfin, leur
toxicité directe envers les microbes est également un moyen de limiter 'infection, ce qui
est illustre par le fait que le champignon M. oryzae requiert I'activité de détoxication de
glutathion peroxydases pour étre complétement virulent sur son hote (Huang et al,
2011). Les cascades de phosphorylation assurées par les mitogen-activated protein
kinases (MAPK) jouent également un réle clef dans I'activation des réponses de défense
des plantes (Pitzschke et al., 2009). Notamment, les MAPK3 et MAPK6 chez arabidopsis
activent des facteurs de transcription de type WRKY qui induisent alors I’expression des
genes de défense (Asai et al, 2002). D’'une maniere plus générale, il semble que
I'activation des cascades MAPK soit suivie d'un changement du statut de
phosphorylation d’'un grand nombre de protéines dans la cellule, comme par exemple les

NADPH oxydases impliquées dans la génération de ROS (Niihse et al., 2007).

2.2.2. Voies activées de manieére précoce
Dans la demi-heure qui suit I’élicitation, deux nouvelles réponses physiologiques

interviennent : la production massive d’éthylene et 'endocytose des PRR. L’éthylene est
une des principales hormones impliquées dans les réponses de défense. Sa production
intervient suite a I'activation des 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) synthases
par les MAPK. Outre 'activation des genes de défense, I'éthyléne active aussi le facteur
de transcription EIN3 (ethylene insensitive 3) qui régule positivement I'expression de
FLS2 (Boutrot et al., 2010). Cette observation a permis de suggérer que |'éthyléne joue
un role dans une boucle positive d’'induction des genes codant les PRR, permettant leur

accumulation lors du PTI (Chinchilla et Boller 2012). Suite a I'élicitation par la flagelline,
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Figure 10. Activation des PRR et réseau de signalisation du PTI

Modele actuel de la voie de signalisation de FLS2 chez arabidopsis. En absence de ligand, FLS2 et d’autres récepteurs sont dans un
état dit ‘off’. Suite a la détection d’un ligand, FLS2, BAK1 et d’autres protéines membranaires forment un complexe au niveau de la
membrane plasmique, dont les domaines cytoplasmiques subissent de multiples événements de trans-phosphorylation. Cela
active le réseau de signalisation du PTI, notamment I'entrée de calcium dans la cellule, la génération de ROS, I'activation de
différentes kinases et cascades de phosphorylation cytoplasmiques menant a I'induction de I'expression des génes de défense.
Segonzac et Zipfel, Current Opinion in Microbiology, 2011
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Figure 11. Modéles d’activation de I'expression des génes de défense par NPR1

Les changements redox modifient I'activité du co-activateur NPR1 (non-expressor of PR1), le faisant passer d'un état inactif
oligomérique a un état actif monomérique via une S-nitrosylation des cystéines, qui facilite leur réduction par des thiorédoxines.
Linteraction des monomeres de NPR1 avec les facteurs de transcription de type TGA active I'expression des génes encodant des
protéines PR. Certains TGA (en vert) doivent étre dans un état réduit pour étre actif et interagir avec NPR1, la S-nitrosylation de
leurs cystéines semble favoriser leur liaison a I'’ADN.

Moore et al., The Plant Cell, 2011
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FLS2 est internalisé par endocytose (Beck et al, 2012). La fonction de ce mécanisme
dans le PTI reste assez mal comprise, mais certains auteurs ont suggéré que
I'endocytose suivie de la dégradation du récepteur activé pourraient avoir un réle dans
le contréle négatif de I'activation du PTI (Robatzek et al.,, 2006). En effet, dans la mesure
ou les réponses de défense sont antagonistes de la croissance, les plantes régulent
finement leur immunité afin d’éviter une sur-activation délétere (Alcazar et al.,, 2011). La
récente démonstration que les ubiquitine ligases PUB 12 et PUB 13 ciblent FLS2 pour le
dégrader d’'une maniére dépendante de la liaison de la flagelline renforce l'idée de
I'existence d’une boucle de contréle négatif du PTI basée sur la dégradation des PRR (Lu
et al., 2011). Finalement, au-dela de I’éthyléne, une étude portant sur la sensibilité de
mutants d’arabidopsis pour les voies de biosynthese de 1'acide jasmonique et de 'acide
salicylique a permis de révéler que ces hormones jouent également un réle dans les

voies de signalisation du PTI (Katagiri et al., 2009 ; Pieterse et al., 2012).

2.2.3. La régulation des génes
Une demi-heure apres une exposition aux PAMP ou a certains microbes, une

reprogrammation de I'expression génique est observée chez la plante. Le suivi de ces
modifications a I’échelle du transcriptome a été une étape décisive pour la
compréhension des réponses de défense, notamment en répertoriant I'’ensemble des
genes de défense dont I'expression est induite lors des infections (Wise et al., 2007).
Différents éliciteurs induisent I'expression des mémes genes, indiquant que les voies de
signalisation du PTI convergent vers les mémes réponses de défense (Zipfel et al., 2006).
Notamment, I'expression de nombreux PRR est induite par les éliciteurs, ce qui suggere
une boucle positive de stimulation des PRR pour maintenir les capacités de
reconnaissance (Boller et Felix 2009). Plus généralement, NPR1 (non-expressor of PR-1)
est un régulateur central de I'expression des genes de défense codant les protéines PR.
Dans les tissus non infectés, NPR1 est séquestré dans le cytoplasme sous une forme
oligomérique via des ponts disulfure intermoléculaires. Suite a une infection ou a une
élicitation, la balance redox modifiée et 'action de thiorédoxines entrainent la libération
de monomeres de NPR1 (Mou et al,, 2003). Ces monomeres entrent dans le noyau ou ils
se lient aux facteurs de transcription TGA qui vont alors induire I'expression des genes
de défense, conjointement avec les facteurs de transcription WRKY (Moore et al,, 2011 ;
Tada et al., 2008). A la maniere des PRR qui sont dégradés pour éviter la sur-activation

des défenses, NPR1 subit une dégradation dépendante du protéasome quand il se trouve
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dans le noyau (Spoel et al., 2009). Dans ce processus d’expression des genes de défense,
'acide salicylique (SA) est également un médiateur important, bien que sa contribution
au PTI reste mal déterminée (Vlot et al., 2009). De méme, le monoxyde d’azote (NO ;
nitric oxide) est un module émergent dans la compréhension des voies de signalisation
du PTI. Notamment, son réle dans la S-nitrosylation des résidus cystéinyls de NPR1 ou
de facteurs de transcription TGA semble contribuer a la transition de ces protéines d'un
état inactif vers un état actif (Spoel et Loake 2011 ; Gaupels et al., 2011 ; Figure 11). Il est
apparu récemment que la S-nitrosylation des NADPH oxydases membranaires permet
de limiter la production de ROS par ces enzymes (Yun et al., 2011). Ainsi, le NO serait un
médiateur pouvant a la fois stimuler et réprimer les réponses de défense (Yu et al,
2012). En plus des genes codant les protéines PR, d’autres genes sont également
typiquement induits lors du PTI, notamment les genes codant des PRR, des précurseurs
des éliciteurs peptidiques endogenes, des facteurs de transcription, des protéines
impliquées dans la détoxication des ROS ou encore des enzymes du métabolisme

secondaire (Eulgem et al., 2004 ; Wise et al., 2007 ; Yamaguchi et Huffaker 2011).

2.3. Les réponses de défense
On regroupe sous le terme de réponses de défense, les mécanismes inductibles qui

permettent d’établir une résistance effective a un parasite. Cela inclut des molécules
antimicrobiennes qui peuvent étre de nature protéique (protéines PR et peptides
antimicrobiens) ou des métabolites secondaires (phytoalexines). A I'échelle cellulaire, le
trafic vésiculaire permet une sécrétion focalisée de ces molécules toxiques aux sites
d’infection, ainsi que le dépét de callose pour limiter physiquement la progression des

parasites.

2.3.1. Les protéines antimicrobiennes
Les protéines PR sont communément induites dans les tissus infectés par les bactéries,

les oomycetes ou les champignons parasites, et se répartissent en 17 familles (PR-1 a
PR-17) selon leurs homologies de séquences (Van Lon et Van Strien 1999 ; Tableau 2).
Certaines familles de protéines PR comme les thaumatin-like protein (TLP, famille des
PR-5) sont trés abondantes dans certains produits de consommation courante et sont
utilisées dans l'industrie pour d’autres propriétés que leurs activités antimicrobiennes
(Encadré 1). Les genes des familles PR codent par exemple des glucanases (PR-2 et 5),

des chitinases (PR-3, 4, 8 et 11), des protéases (PR-7) ou encore des inhibiteurs de
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Family Type member Typical size (kDa) Properties Proposed microbial target
PR-1 Tobacco PR-1a 15 Antifungal Unknown
PR-2 Tobacco PR-2 30 fi-1,3-Glucanase p-1.3-Glucan
PR-3 Tobacco P, Q 25-30 Chitinase (class LI, IV,V,VI,VI) Chitin

PR-4 Tobacco 'R’ 15-20 Chitinase class LIl Chitin

PR-5 Tobacco S 25 Thaumatin-like Membrane
PR-6 Tomato Inhibitor 1 8 Proteinase-inhibitor -

PR-7 Tomato Pgg 75 Endoproteinase -

PR-8 Cucumber chitinase 28 Chitinase class IIl Chitin

PR-9 Tobacco ‘lignin-forming peroxidase’ 35 Peroxidase =

PR-10 Parsley ‘PR1’ 17 ‘Ribonuclease-like’ -4

PR-11 Tobacco ‘class V' chitinase 40 Chitinase class | Chitin

PR-12 Radish Rs-AFP3 5 Defensin Membrane
PR-13 Arabidopsis THI2.1 5 Thionin Membrane
PR-14 Barley LTP4 9 Lipid-transfer protein Membrane
PR-15 Barley Ox0Oa (germin) 20 Oxalate oxidase -

PR-16 Barley OxOLP 20 ‘Oxalate oxidase-like’ =2

PR-17 Tobacco PRp27 27 Unknown A

Les protéines PR (pathogenesis-related) sont induites dans les tissus infectés des plantes et participent aux réponses de défense.
Elles ont été regroupées en 17 classes, de PR-1 a PR-17.

aAucune activité antimicrobienne in vitro n'a été rapportée

Sels et al.,Plant Phyisology and Biochemistry, 2008

Encadré 1. Les thaumatin-like proteins (TLP) dans les produits de consommation courante

La thaumatine est une protéine qui fut découverte dans le fruit du Katemfe (Thaumatococcus
daniellii) en 1972 par des chercheurs d’Unilever®. En plus de son activité antifongique, elle
présente un tres fort pouvoir sucrant et une forte capacité a modifier les golts en masquant
I'amertume. Ces propriétés sont utilisées dans l'industrie agroalimentaire et pharmaceutique, ou
la thaumatine est commercialisée sous le nom de Talin®. Le Talin est notamment incorporé dans
la nourriture (desserts, chewing-gum, bonbons), les boissons (sodas, boissons alcoolisées), les
médicaments (sirops pour la toux, analgésiques, antibiotiques) ou encore les produits d’hygiéne
comme le dentifrice. D'autre part, les TLP sont parmi les protéines les plus abondantes dans les
fruits (pommes, bananes, péches, cerises, raisin, ...). Elles se retrouvent de fait dans notre
alimentation et participent vraisemblablement au goGt sucré des fruits que I'on consomme. Leur
abondance dans le raisin en font les protéines les plus abondantes dans le vin et entrainent
parfois des dépodts indésirables dits brumeux dans les bouteilles. Enfin, comme d’autres
protéines PR, les TLP sont des agents allergenes majeurs des fruits et sont a ce titre des modeles
d’étude des déterminants protéiques allergénes.
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protéases (PR-6; Van Loon et al, 2006). D’autre part, on distingue également des
peptides antimicrobiens a large spectre tels que les défensines (PR-12), les thionines
(PR-13) et les LTP (lipid transfer protein, PR-14). Avec 'analyse des premiers génomes
de plantes séquencés, il est clairement apparu que les protéines PR formaient
d'importantes familles multigéniques, comprenant de quelques génes a plusieurs
centaines de membres (Silverstein et al, 2005). Un si grand nombre de protéines
suggere une certaine redondance fonctionnelle mais également certaines spécificités de

localisation tissulaire, d’expression ou d’activité biochimique.

2.3.2. Les peptides antimicrobiens
Les peptides des familles PR-12, PR-13 et PR14 constituent avec d’autres peptides des

familles des cyclotides, snakines ou protéines similaires aux hévéines l'arsenal des
peptides antimicrobiens (AMP, antimicrobial peptide) chez les plantes (Hammami et al.,
2008 ; Marcos et al, 2008). L’activité antimicrobienne des protéines PR et AMP est
caractérisable de maniere directe in vitro, a partir de protéines purifiées capables
d’'inhiber la croissance des microorganismes. De maniere indirecte, l'activité
antimicrobienne est souvent mise en évidence in vivo via des mutants sur-expresseurs
de ces protéines ou peptides qui présentent une plus forte résistance aux agents
pathogenes (Figure 12). Généralement, les AMP végétaux sont petits, sécrétés, riches en
ponts disulfure, et s’accumulent fortement dans les tissus infectés (Pelegrini et al., 2011,
Van Loon et al.,, 2006). Ils sont le plus souvent cationiques (i.e. chargés positivement), ce
qui leur permet d’interagir physiquement avec les membranes microbiennes chargées
négativement, et sont parfois appelés CAMP (cationic AMP) par certains auteurs. On
retrouve ces mémes propriétés chez les AMP d’autres eucaryotes qui perturbent les
membranes et entrainent la lyse des cellules microbiennes (Sels et al., 2008). Il est
probable que la co-évolution des AMP avec les systemes de défense des microbes ait
favorisé l'enrichissement en charges positives et en ponts disulfure, respectivement
pour renforcer l'interaction avec les membranes et résister aux dégradations par des
protéases (Peschel et Sahl 2006 ; Figure 13). Contrairement aux AMP de plantes qui
présentent des structures tridimensionnelles bien définies, beaucoup d’AMP
d’eucaryotes ne possedent pas de structure tridimensionnelle rigide (Zasloff 2002). Ces
derniers présentent en effet un état intrinsequement désordonné en milieu aqueux et
adoptent des structures secondaires en hélices alpha uniquement au contact des

membranes microbiennes dans lesquelles ils s’inserent (Haney et al., 2009). Outre la
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Figure 12. Méthodes de démonstration de I'activité antimicrobienne des protéines et peptides

(A) Activité antifongique d’'une PR-5 (thaumatin-like protein), purifiée a partir de graines de Cynanchum Komarovii, envers le
champignon Valsa mali. A: tampon phosphate, B: protéines totales de graines dénaturées a la chaleur, C: 10 pg de PR-5 purifiée.
(B) Activité antifongique d’'une B-1,3-glucanase de tabac qui inhibe la germination de spores de Fusarium graminearum in vitro
(en bas) comparé a une condition contréle correspondant a de la BSA (bovine serum albumin; en haut). (C) Mutant d’Arabidopsis
thaliana sur-exprimant ectopiquement la protéine antimicrobienne AMP1 de Capsicum annuum, et présentant une résistance
accrue a 'oomycéte Hyaloperonospora arabidopsidis (en bas, indiqué par les fleches rouges) comparé a la plante sauvage (en
haut).

Adapté de Wang et al., PLoS ONE, 2011 / Anand et al., MPMI, 2004 / Lee et al., Plant Physiology, 2008
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Figure 13. Les peptides cationiques antimicrobiens CAMP et leur évolution

Les charges positives des CAMP (cationic antimicrobial peptides) leur permettent d’interagir avec les membranes microbiennes
chargées négativement. Les microbes utilisent des enzymes de dégradation pour lutter contre les CAMP. Au cours de I'évolution,
la charge globale positive des CAMP a augmenté ce qui a pour effet de renforcer l'interaction avec les membranes, de méme les
ponts disulfure se sont accumulés, ce qui permet une meilleure résistance aux dégradations.

Figure adaptée de Peschel et Shal, Nature Reviews in Microbiology, 2006
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perturbation des membranes, d’autres activités ont été rapportées, telles que la
perturbation de l'architecture des parois microbiennes, la pénétration a I'intérieur du
cytoplasme et I'inhibition de la réplication de I’ADN, de la machinerie transcriptionnelle
ou encore de certaines activités enzymatiques microbiennes (Marcos et al., 2008 ; Figure
14). A l'instar des plantes, les microorganismes possedent des systémes de défense
inductibles pour faire face aux molécules antimicrobiennes végétales. Ces mécanismes
reposent par exemple sur la sécrétion d’enzymes capables de dégrader les molécules de
plantes comme la saponine, des métabolites secondaires ou encore des protéines PR

(Morrissey et Osbourn 1999 ; Bouarab et al., 2002 ; Naumann et al., 2012).

2.3.3. Les métabolites antimicrobiens : les phytoalexines
On considere principalement trois classes de métabolites secondaires chez les plantes :

les terpénes, les alcaloides et les phénols. Des composés appartenant a chacune de ces
familles ont été décrits comme des molécules possédant une activité antimicrobienne
(Dixon 2001). Les mieux caractérisés sont certainement les glucosinolates ou encore la
camalexine (Bednarek 2012 ; Figure 15). Ces composés antimicrobiens ont été nommés
phytoanticipines ou phytoalexines, selon qu'ils sont présents de maniere constitutive ou
qu’ils sont accumulés lors des infections, bien qu’actuellement le terme phytoalexine
soit plus généralement utilisé pour se référer aux métabolites antimicrobiens (Bednarek
et Osbourn 2009). A la maniere des AMP, les phytoalexines exercent leur toxicité envers
les cellules microbiennes via la perturbation des membranes ou l'inhibition de certains
processus intracellulaires (Morrissey et Osbourn 1999). Récemment, plusieurs
métabolites secondaires ont été identifiés qui semblent ne pas avoir d’activités
antimicrobiennes et seraient davantage impliqués dans la modulation des réponses
immunitaires, pour le dépot de callose lors du PTI par exemple (Bednarek et al., 2009 ;
Clay et al, 2009). Ces observations suggérent que les métabolites secondaires
interviennent a différents niveaux de l'immunité des plantes, comme agents
antimicrobiens mais également comme molécules signals et médiateurs des réponses de
défenses. La présence d'un régulon du métabolisme secondaire conservé entre les
dicotylédones et les monocotylédones suggere une implication ancienne des métabolites
secondaires dans les défenses végétales, bien que certains groupes de phytoalexines
comme les glucosinolates soient restreints aux Brassicacées, ce qui dans ce cas supporte
plutét une apparition récente au cours de I'évolution (Humphry et al., 2010 ; Bednarek

2012).
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Figure 14. Interaction des peptides antimicrobiens avec leurs cibles

(a) Les AMP (antimicrobial peptide, en rouge), qui peuvent étre non-structurés, interagissent avec 'enveloppe extérieure (CW/CE
pour Cell Wall/Cell Envelope) de la cellule microbienne (In, en bleu) par des interactions électrostatiques. (b) lls peuvent ensuite
migrer au sein du CW et interagir avec les membranes, (c) ou leurs propriétés biophysiques leurs permettent de s’insérer dans
celles-ci. Durant ces étapes, les AMP peuvent adopter des structures en hélices alpha. Une fois insérés dans les membranes, ils
peuvent (d) transloquer dans la cellule héte ou (e) perturber Iarchitecture membranaire menant a la perméabilisation des
cellules. (f) Les AMP internalisés peuvent perturber des processus liés a la réplication de I'ADN, la transcription des ARN ou
encore |'activité de certaines enzymes, menant a la mort de la cellule. (g) Certains AMP perturbent I'architecture ou la synthése
des parois en interagissant avec des composants de celles-ci. En retour, les microorganismes ont des récepteurs (h) capables de
détecter et de signaler la présence d’AMP, ce qui entraine une modification de I'expression des genes et des réponses de défense
aux AMP (i) et qui interviennent au niveau du cytosol, de la membrane, des parois cellulaires et de 'environnement de la cellule.
Marcos et al., Annual Reviews in Phytopathology, 2008
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2.3.4. Sécrétion focalisée des molécules de défense et dépot de callose
Au cours de l'infection, les champignons biotrophes pénéetrent les cavités cellulaires a

des points précis, qui sont la cible des vésicules de sécrétion des cellules végétales (Frei
dit frey et Robatzek 2009 ; Figure 15). Au niveau des sites de pénétration, ces vésicules
liberent de la callose, ainsi que des protéines PR et des métabolites secondaires. La
callose est un polymeére de glucane qui renforce la paroi cellulaire et lui permet de
résister physiquement a la pénétration. Au niveau des haustoria (i.e. structures
microbiennes qui s’invaginent dans les cellules hétes), le dépdét de callose peut
permettre de sceller ces structures pour stopper linfection, bien que certains
champignons semblent tirer profit de ces mécanismes pour stabiliser leurs haustoria au
niveau de la fine jonction (ou col haustorial) qui permet de les relier aux structures
d’'infection dont ils sont issus (Hok et al, 2010). Les genes pen (penetration)
d’arabidopsis codent une syntaxine (penl) impliquée dans la sécrétion des vésicules,
une myrosinase (pen2) impliquée dans la biosynthese de glucosinolates et un
transporteur ABC (pen 3) impliqué dans la sécrétion de métabolites secondaires a
travers la membrane plasmique (Figure 15). Les mutants pen d’arabidopsis ayant
perdus la capacité de synthétiser des phytoalexines et/ou de les sécréter hors de la
cellule sont plus sensibles aux agents pathogenes non-adaptés, ce qui prouve
notamment leur importance dans les mécanismes de défense pré-invasifs permettant la

résistance non-hote (Lipka et al., 2008).

2.3.5. La multifonctionnalité des molécules de défense
Il a été souligné récemment une forte multifonctionnalité pour certaines protéines PR

comme les TLP (PR-5) ou encore les défensines (PR-12) qui, outre la perturbation des
membranes, peuvent inhiber des enzymes ou encore favoriser la résistance aux stress
abiotiques (Liu et al., 2010a ; Franco 2011). De maniere intéressante, certains AMP
d’animaux tels que les défensines ou les cathélicidines sont également multifonctionnels.
En effet, ces peptides peuvent stimuler positivement le systeme immunitaire animal et
ainsi favoriser la résistance aux agents pathogenes, indépendamment de leur activité
antimicrobienne (Hancock et Sahl 2006 ; Figure 16. Ces AMP ont été renommeés peptides
de défense de I'hote ou HDP (host defense peptides). De par leur capacité a lutter contre
les agents pathogenes de maniere a la fois directe et indirecte, les HDP présentent
actuellement des perspectives intéressantes dans le domaine médical, comme adjuvants

dans les vaccins par exemple (Yeung et al., 2011). La démonstration biochimique de
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Figure 15. Les phytoalexines et leur sécrétion

(A) Formule chimique de deux métabolites secondaires d’arabidopsis (un glucosinolate et la camalexine). (B) Visualisation des
mécanismes de pré-invasion focalisés au niveau des sites d’infection par des appressoria (ap) de spores (sp) de Blumeria graminis
(en rouge) a l'aide de lignées d'arabidopsis exprimant des fusions GFP VAMP722 (a), PEN3 (b) ou PEN2 (c) en vert. (C)
Représentation schématique des mécanismes pré-invasifs lors de la résistance non-hote d'arabidopsis a Blumeria graminis. Suite
a la reconnaissance de PAMP, la cellule met en place la production et la sécrétion focalisée de métabolites secondaires
notamment grace a PEN 1 (une syntaxine impliquée dans |'exocytose des vésicules), PEN2 (une myrosinase associée aux
peroxysomes et impliquée dans la biosynthése des glucosinolates) et PEN3 (un transporteur de type ABC qui permet la sécrétion
transmembranaire des métaholites secondaires).

Adapte de Lipka et al., Current Opinion in plant Science, 2008 / Bednarek et Osbourn, Science 2009
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Figure 16. Multifonctionnalité des HDP

Les peptides de type HDP (host defense peptide) combinent les capacités de tuer directement certains microbes a la maniére des
AMP et de stimuler les réponses immunitaires.

Hancock et Sahl., Nature biotechnology, 2006

<---> PAMPs < ----> PAMPs <----> PAMPs <--->

Figure 17. La fermeture des stomates comme mécanisme de défense face aux bactéries

(A) Dans I'heure qui suit la perception de PAMP, la plupart des stomates se ferment. Certains restent cependant ouverts, ce qui
permet aux bactéries de pénétrer dans la feuille. (B) Apreés trois heures, les bactéries Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
présentes dans les tissus sécrétent un effecteur, la coronatine (COR), qui stimule la réouverture des stomates et l'entrée
subséquente d’autres bactéries.

Meletto et al., Annual Reviews in Plant Biology, 2008

49



Chapitre I

'existence d’'HDP chez les plantes n’a pas encore été effectuée. Cependant, des analogues
fonctionnels non-protéiques des HDP sont présents chez les plantes. C’est le cas par
exemple du phosphite (H3PO3) qui inhibe la croissance de parasites directement via un
effet toxique et indirectement au travers de la modulation de I'immunité de I'héte

(Massoud et al., 2012).

2.3.6. Réponses spatio-temporelles : au dela du cadre cellulaire
Le modeéle en zigzag ainsi que les modéles qui s’en sont inspirés (Figures 4 et 5) ont

conceptualisé le systéme immunitaire végétal au niveau d’une cellule unique. Toutefois,
il existe des réponses de défense dont la portée dépasse les limites de la cellule. Par
exemple, les stomates sont la principale voie d’accés a l'intérieur des tissus foliaires.
Leur ouverture est régulée par de nombreux facteurs comme par exemple la lumiere ou
la teneur en CO2 de I'atmosphere. Dans le cadre du PTI, la détection d’'un PAMP par les
cellules de garde du stomate entraine sa fermeture (Melotto et al., 2008 ; Figure 17). Au
sein de ces cellules élicitées, les voies de signalisation classiques du PTI sont activées, ce
qui aboutit a Ilinhibition des mécanismes d’ouverture induits par les flux
transmembranaires de potassium (Zeng et al, 2010). En plus, ces mécanismes
requierent la présence de NO, de SA et également de I'acide abscissique (ABA) ainsi que
les composants de leurs voies de signalisation. Le PTI médié par FLS2 limite la
croissance des bactéries P. syringae lorsqu’elles sont pulvérisées a la surface de la feuille,
mais n’a aucun effet restrictif sur leur croissance quand elles sont infiltrées dans la
feuille (Zipfel et al., 2004). Cette observation démontre I'importance de la fermeture
stomatique lors des réponses de défense contre des bactéries phytopathogenes. D’autre
part, a I'échelle de la plante entiere, I'élicitation durable d’une plantule inhibe sa
croissance in vitro, ce qui traduit une commutation du programme génétique de
croissance vers celui de I'immunité (Boller et Felix 2009). Au niveau moléculaire, ce
mécanisme est entre autres associé a une répression de l'expression des genes de
réponse a l'auxine. La SAR est également un mécanisme immunitaire qui touche la
plante entiere et qui s’étend dans le temps. C’'est un mécanisme plus ou moins analogue
a I'immunité adaptative des mammiferes, et qui, suite a une infection, permet de diffuser
un signal jusqu’aux tissus sains ou le SA et les transcrits de protéines PR s’accumulent
(Figure 18). Tres récemment, deux études ont montré que NPR1 et ses paralogues sont
les récepteurs du SA, établissant ainsi un lien direct entre le SA et I'activation des genes

de défense (Wu et al, 2012 ; Fuetal, 2012). La méthylation des histones semble
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Figure 18. Réponse systémique acquise, mémoire transgénérationnelle et signaux associés

L'infection localisée de parasites induit 'accumulation de signaux mobiles comme l'acide azélaique, les salicylates de méthyle et le
glycérol-3-phosphate, ainsi que la lipid-transfer protein DIR1 (defective induced resistance 1) et la protéine AZI1 (azelaic acid
induced 1). Les signaux mobiles vont étre transportés de maniére systémique par le systeme vasculaire dans les tissus non-
infectés de la plante. Notamment, l'acide salicylique stimule l'expression de protéines PR et induit des modifications

épigénétiques de I'ADN qui permettront de transmettre une mémoire immunitaire aux générations suivantes.
Spoel et Dong, Nature Reviews in Immunology, 2012
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également avoir un role dans la SAR, permettant d’accélérer la réponse immunitaire en
cas d’attaque par un parasite (Spoel et Dong 2012). La mémoire transgénérationnelle
permet a une plante soumise a un PAMP ou a un agent pathogéne de transmettre de
maniere épigénétique la résistance systémique acquise aux générations suivantes
(Pieterse 2012). Ces modifications épigénétiques sont notamment liées a la méthylation
de '’ADN et a des taux plus élevés de recombinaison homologue (Luna et al., 2012 ;
Molinier et al., 2010). Pour finir, suite a des blessures causées par des herbivores, les
plantes émettent des composés organiques volatils comme les terpenes ou I'éthylene,
qui élicitent des réponses de défense chez les plantes environnantes (Baldwin et al.,
2006). L'implication exacte de ce mécanisme dans les réponses aux agents pathogenes
microbiens reste a définir. Cependant, considérant que les insectes sont des vecteurs de
microbes et que les blessures qu’ils engendrent constituent des voies d’acces
privilégiées aux tissus végétaux, la pression parasitaire microbienne pourrait avoir
contribué de maniere importante dans I'établissement des mécanismes de signalisation

par composés volatils.

2.3.7. Réponses de défense et contexte environnemental
Les plantes répondent non seulement aux parasites mais également aux conditions

environnementales auxquelles elles sont soumises. Par exemple, I'expression des genes
de défense d’arabidopsis fluctue selon un rythme circadien, et sont notamment induits a
I'aube, probablement comme une anticipation des infections potentielles par des
parasites qui dispersent leurs spores a cette période de la journée (Wang et al., 2011).
Dans ce sens, Bardhwaj et collaborateurs ont également montré qu’arabidopsis est plus
résistante a P. syringae pv. tomato aprés une période de croissance sans lumiere
(Bhardwaj et al, 2011). D’autre part, les réponses de défense d’arabidopsis sont
dépendantes de la température (Alcazar et Parker 2011). En effet, les hautes
températures abolissent quasi-systématiquement les phénotypes nains de mutants
d’arabidopsis au systéme immunitaire auto-actif. Plus généralement, les réponses aux
contraintes biotiques et abiotiques semblent étre partiellement superposables (Fujita et
al., 2006). Une telle interconnexion entre les différents processus de défense et le
contexte environnemental ne doit pas étre négligée lors des études d’interactions
plantes-parasites, qui peuvent aisément se retrouver biaisées par la variabilité des

facteurs environnementaux.
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3. L’ETS : les effecteurs, facteurs de la compatibilité
La phase 2 du modele en zigzag stipule que la sensibilité de I'hdte est déclenchée par des

effecteurs apoplastiques et cytoplasmiques qui répriment les réponses de défense de type
PTI et manipulent la structure et les fonctions de I'héte. Le séquengage récent des premiers
génomes de champignons et d’'oomycete biotrophes a permis de mettre a jour d’importants
répertoires de protéines sécrétées représentant des effecteurs potentiels, dont seule une
poignée a réellement été caractérisée. La maniere dont ces effecteurs permettent la
virulence des parasites et les mécanismes assurant leur translocation a l'intérieur des

cellules hétes font actuellement l'objet d’intenses recherches.

3.1. Les effecteurs des biotrophes : définition et limites du concept
Le mode de vie biotrophe est partagé par les virus et certains champignons, oomycétes,

bactéries, insectes, nématodes et plantes. A l'exception des plantes pour lesquelles
aucun effecteur n’est connu a ce jour, 'ensemble des parasites biotrophes manipulent
les tissus colonisés par le biais de molécules effectrices, généralement délivrées au sein
des tissus par des structures spécialisées. De maniere consensuelle, bon nombre
d’auteurs définissent un effecteur comme une protéine sécrétée par un agent pathogene
a l'intérieur de la cellule hote et qui interféere avec les mécanismes du systéme
immunitaire (Kemen et Jones 2012). Or, de nombreux contre-exemples dépassent cette
définition, de méme que certains effecteurs reconnus dans la littérature n’y
correspondent pas (Encadré 2). Dans sa considération la plus globale, un effecteur est
une molécule d’'un organisme A qui altere de maniére directe et spécifique la
structure/fonction d'un organisme B. Cette définition, qui fait appel a la notion de
phénotype étendu de Dawkins (Dawkins 1982), définit un effecteur comme une
molécule opérationnelle dans un organisme différent de celui qui la code. En se basant
sur une vision élargie des effecteurs, Schneider et Collmer ont récemment proposé une
classification en cinq catégories des effecteurs impliqués dans les interactions plantes-
parasites (Figure 19 ; Schneider et Collmer 2010). Ces catégories tiennent compte de la
nature biochimique des effecteurs et des cibles, de leur localisation, de leurs roéles dans
la promotion du PTI ou encore de leur capacité a promouvoir la virulence d’agents
pathogenes biotrophes ou nécrotrophes. De multiples définitions du mot effecteur sont
actuellement employées par différents auteurs (Martin et Kamoun 2012). La nécessité
de trouver une définition universellement acceptée fait I'objet d’intenses discussions

animant les réseaux sociaux sur Internet (http://armchairbiology.blogspot.co.uk).
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Encadré 2. Grand bal des effecteurs : qui inviter?

Un effecteur est souvent présenté comme une protéine sécrétée par un agent pathogene a
I'intérieur de la cellule hote et qui interfére avec les mécanismes du systéme immunitaire, ou
parfois comme une molécule microbienne qui altere la structure et les fonctions cellulaires de
son héte. Ces définitions sont, sur certains aspects, trop restrictives. Par exemple, les effecteurs
TAL (transcription-activator like) favorisent la virulence d’un parasite sans perturber les
mécanismes immunitaires, tandis que le bouleversement du phénotype qu’impose le
champignon Puccinia monoica a son hote et notamment l'induction d’organes (des pseudo-
fleurs) est difficilement compatible avec une simple répression des mécanismes de défense.
D’autre part, beaucoup d’effecteurs de champignons et d’'oomycetes fonctionnent dans I'espace
extracellulaire, tandis que la coronatine bactérienne, dont le réle dans la virulence a été établi,
est de nature non-protéique. Enfin, des microorganismes symbiotiques utilisent également des
effecteurs, de méme que les nématodes et les insectes utilisent des effecteurs. De fait, en
suivant des définitions trop restrictives, on exclut certains effecteurs ce qui impose une vision
trop simpliste de leur nature.

En outre, certaines protéines sécrétées des champignons Cladosporium fulvum ou
Magnaporthe oryzae par exemple, bien quayant un role clef dans la virulence et étant
présentées comme des effecteurs par certains auteurs, ne remplissent pas tous les critéeres
pour étre des effecteurs dans la mesure ol ces protéines séquestrent des composés fongiques
et ne perturbent pas directement la structure/fonction des tissus de I'héte. Cet exemple illustre
combien les définitions abstraites, bien qu’utiles et nécessaires, sont limitées pour décrire de
maniére parfaitement appropriée des molécules impliquées dans les interactions plantes-
microorganismes.

Effectors
Apoplastic Cytoplasmic
Proteins
PAMP CWDE AE CE HST
| | | | |
Interactors: Proteins Proteins (or DNA)

Figure 19. Les catégories d’effecteurs des microorganismes associés aux plantes

La couleur des boites indigue si la fonction premiere de I'effecteur est d’induire le PTI (vert), de promouvoir la croissance des
agents pathogenes biotrophes (bleu) ou nécrotophes (rouge). Le gris indique (sauf mention) la nature protéique des effecteurs et
de leurs cibles, tandis que le jaune indique les autres classes comme les peptidoglycanes, les polysaccharides ou encore les
peptides non-ribosomaux. CWDE : cell wall degrading enzyme, AE : apoplastic effector, CE : cytoplasmic effector, HST : host-

selective toxin.
Schneider et Collmer, Annual Reviews in Plant Biology, 2010
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3.2. Les facteurs de virulence bactériens

L’analyse quasi-exhaustive des effecteurs de la bactérie modele Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 a révélé que ces derniers fonctionnent essentiellement en réprimant les
réponses immunitaires d’arabidopsis par le biais de leurs interactions avec des cibles de
virulence. D’autre part, l'étude des bactéries du genre Xanthomonas a permis de révéler
I'existence des effecteurs TAL (transcription-activator like) qui ciblent 'ADN et favorisent
la virulence des bactéries en régulant spécifiquement l'expression de certains genes de

I'héte.

3.2.1. Les effecteurs de type IlI chez Pseudomonas et la suppression de I'immunité
La bactérie Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 sécreéte via son systéme de

sécrétion de type IIl une trentaine d’effecteurs a l'intérieur des cellules foliaires
d’arabidopsis qui répriment les réponses de défense (Guo et al., 2009). Ces effecteurs
ciblent différents compartiments de la cellule, ou ils interagissent avec des protéines
impliquées essentiellement dans des fonctions liées aux mécanismes de défense
(Deslandes et Rivas 2012 ; Block et alfano 2011). Notamment, ces effecteurs ciblent les
composants des voies de signalisation et de réponse du PTI, comme les domaines
cytoplasmiques des PRR, les cascades MAPK, le trafic vésiculaire, ou encore la synthese
de l'acide salicylique dans le chloroplaste (Figure 20). Parmi les effecteurs de type III
dont les fonctions biochimiques ont été décrites, on compte plusieurs inhibiteurs de
kinases, des transférases de nucléotides phosphates, des ubiquitine ligases liées aux
voies de dégradation dépendantes du protéasome, des protéases et des inhibiteurs de
protéases (Tableau 3). Récemment, il a été montré que HopZ1 inhibe la biosynthése des
isoflavones pour permettre la virulence bactérienne, ce qui ajoute le métabolisme
secondaire a la liste des fonctions ciblées par les effecteurs de Pseudomonas (Zhou et al.,
2011). Les manipulations génétiques de clusters d’effecteurs chez P. syringae pv. tomato
DC3000 ont permis de mettre a jour des groupes d’effecteurs aux fonctions redondantes
(REG ; redundant effector groups) ciblant différents niveaux du systeme immunitaire
(Kvitko et al, 2009 ; Schneider et Collmer 2010). D’autre part, ces approches ont
également permis de montrer qu'un répertoire minimal de seulement huit effecteurs de
type Il est nécessaire a la croissance de P. syringae pv. tomato DC3000 chez le tabac
(Cunnac et al,, 2011). Une analyse a grande échelle des cibles des effecteurs de P.

syringae pv. tomato DC3000 chez arabidopsis a révélé que ces protéines ciblées sont
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Figure 20.

Les effecteurs de type Il (T3E, type three effectors, en rouge) sont sécrétés par le systeme de sécrétion de type IlI (T3SS, type 3
secretion system) des bactéries a l'intérieur de la cellule hote ou ils ciblent des protéines (en noir) impliquées dans des fonctions
telles que la reconnaissance des éliciteurs par les PRR, les cascades de phosphorylation MAPK, le complexe membranaire
impliquant RIN4, les voies de sécrétion des vésicules ou encore le métabolisme des petits ARN, qui sont impliqués dans les
mécanismes de défense. Ces fonctions sont ciblées dans le cytoplasme, les chloroplastes, les mitochondries, ou encore le noyau.
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Tableau 3. Effecteurs bactériens avec fonctions et cibles connues
effector Species Activity Target(s)
Pseudomonas
AvrB P. syringae pv. glycinea race 0 Promotes phosphorylation RIN4/RIPK/RAR1//MPK4
AvrRpm1 P. syringae pv. glycinea race 0 Promotes phosphorylation RIN4
HopI1l P. syringae pv. maculicula ES4326 J-domain protein Hsp70
AvrPphB P. syringae pv. phaseolicola race 3 Cysteine protease PBS1/BIK1/PBL1
HopZ1la P. syringae pv. syringae A2 Acetyltransferase GmHID1/Tubulin
HopAIl P. syringae pv. tomato 0288-9 Phosphothreonine lyase MPK3/MPK4/MPK6/EDS1
AvrPtoB P. syringae pv. tomato DC3000 E3 ubiquitin ligase Fen/Pto/FLS2/BAK1/CERK1/RIN4
HopF2 P. syringae pv. tomato DC3000 Mono-ADP-ribosyltransferase RIN4/MKKS5
HopN1 P. syringae pv. tomato DC3000 Cysteine protease PsbQ
HopU1 P. syringae pv. tomato DC3000 Mono-ADP-ribosyltransferase GRP7/GRP8
AvrPto P. syringae pv. tomato JL1065 Kinase inhibitor Pto/FLS2/EFR/BAK1/RIN4
AvrRpt2 P. syringae pv. tomato T1 Cysteine protease RIN4
Xanthomonas
XopD X. campestris pv. campestris B100 SUMO protease AtMYB30
AvrAC X. campestris pv. campestris 8004 UMP transferase RIPK/BIK1
AvrBs3 X. campestris pv. vesicatoria race 1 TAL Upa20[Nodulin]/Bs3
PthXo1 X. oryzae pv. oryzicola TAL Os8N3[sweet transporter]
AvrXa7 X. oryzae pv. oryzicola TAL 0Os11N3[sweet transporter]
Ralstonia
PopP2 R. solanacearum GMI1000 Acetyltransferase RRS1-R/RD19

Adapté de Deslandes et Rivas, Trends in Plant Science, 2012 / Boch et Bonas, Annual Reviews in Phytopathology, 2010
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essentiellement des composants hyper-connectés de l'interatome de la plante (Mukthar
et al, 2011). Globalement, ces observations suggerent qu'un nombre tres restreint
d’effecteurs permet de supprimer les réponses de défense des plantes, en ciblant des

points névralgiques des fonctions cellulaires.

3.2.2. Les effecteurs TAL chez Xanthomonas et la régulation des génes de I'héte
Les genres bactériens Xanthomonas et Ralstonia possedent des effecteurs appelés TAL,

capables de se lier a 'ADN et d’induire 'expression de certains génes de leurs hotes de
maniere spécifique (Boch et Bonas 2010). Notamment, un code, faisant correspondre
des acides aminés dans des domaines répétés des TAL a des nucléotides au sein de
promoteurs, spécifie précisément la maniére dont 'effecteur va pouvoir épouser la
structure tridimensionnelle de 'ADN pour s’y attacher (Boch et al., 2009 ; Moscou et
Bogdanove 2009; Mak et al, 2012; Deng et al, 2012). Plusieurs effecteurs TAL
induisent I'expression de genes de susceptibilité codant des transporteurs de sucres
nécessaires a la croissance des bactéries (Yang et al, 2006 ; Chen et al, 2010 ;
Figure 21). D’autres effecteurs TAL induisent I'expression de facteurs de transcription
qui stimulent 'expansion des cellules, ce qui favorise vraisemblablement la dispersion
des bactéries (Kay et al., 2007 ; Saijo et Schulze-Lefert 2008). Les bactéries Xanthomonas
spp. n’utilisent pas que les effecteurs TAL pour assurer leur virulence. A la maniere des
batcéries Pseudomonas spp., des effecteurs de type IIl suppriment les réponses de
défense en inhibant par exemple des cascades MAPK (Feng et al, 2012). Ces
observations supportent I'idée que la suppression des réponses de défense est une
condition nécessaire mais pas suffisante pour établir la compatibilité, et que ces
bactéries doivent davantage manipuler les fonctions de I'h6te pour assurer leur
virulence. Les effecteurs TAL font actuellement l'objet d’'intenses recherches en
biotechnologie. En effet, leur capacité a lier spécifiquement '’ADN pour en réguler la
transcription ouvre des perspectives de manipulation ciblée ou d’édition des génomes

via des effecteurs fusionnés a des nucléases (Boch 2011 ; Liet al,, 2012).

3.3. Les effecteurs des oomycetes
Le séquengage des génomes d’'oomycetes a permis d’établir rapidement des répertoires

d’effecteurs candidats qui ont été caractérisés par des approches a haut-débit. En parallele,

une poignée de facteurs de virulence cytoplasmiques et apoplastiques ont été caractérisés.
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Figure 21. Les effecteurs TAL, la régulation du transport de sucre et la virulence des bactéries

(a) Leffecteur TAL PthXol de la souche PXO99" de Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) induit I'expression du transporteur de
sucre Os8N3, menant a une forte virulence des bactéries. (b-c) Leffecteur muté (b) ou la mutation du promoteur d'Os8N3 (c)
entraine I'absence d’'induction du géne et un phénotype de virulence diminué. (d) La perte de fonction de PthXol peut étre

compensée par la présence de l'effecteur TAL AvrXa7 qui induit I'expression d'un autre transporteur de sucre, Os11N3, ce qui
restaure la virulence des bactéries.

Chen et al., Nature, 2010
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3.3.1 Les répertoires d’effecteurs candidats avec des motifs conservés
Les recherches menées sur P. infestans, Phytophthora sojae, Hyaloperonospora

arabidopsidis ou encore Albugo laibachii se sont accélérées suite au séquencage de leur
génome et l'identification chez leurs effecteurs cytoplasmiques de motifs en acides
aminés conservés de type RXLR, LXLFLAK ou CHXC impliqués dans la translocation des
protéines a l'intérieur des cellules hotes (Haas et al., 2009 ; Tyler et al., 2006 ; Baxter et
al,, 2010 ; Kemen et al., 2011 ; Whisson et al., 2007 ; Figure 22). Grace a ces motifs, des
répertoires d’effecteurs candidats contenant plusieurs centaines de membres ont pu
étre dressés rapidement (Raffaele et al., 2010). Des cribles transcriptomiques ont révélé
I'induction spécifique de certains effecteurs candidats et permis d’établir des répertoires
plus restreints dont les membres sont probablement impliqués dans la virulence des
parasites (Haas et al., 2009). Ces répertoires ont été a leur tour criblés in planta par des
approches dites d’effectoromique pour leur fonction de virulence (ou plus globalement
leur capacité a conférer un phénotype) et leur localisation sub-cellulaire (Oh et al., 2009
; Wang et al.,, 2011 ; Fabro et al,, 2011 ; Schornack et al.,, 2010 ; Caillaud et al., 2012). Ces
approches ont révélé des effecteurs candidats avec des fonctions de virulence, parfois
méme chez des plantes non-hotes. De méme, beaucoup de protéines ont été localisées au
niveau des noyaux ou des membranes. Comme chez les bactéries, les effecteurs
eucaryotes semblent donc cibler différents compartiments cellulaires pour promouvoir

la croissance parasitique.

3.3.2. Les facteurs de virulence d’'oomycétes
L’analyse détaillée de quelques effecteurs cytoplasmiques de P. infestans et P. sojae a

permis de mettre en évidence les mécanismes par lesquels ils favorisent la virulence.
Des effecteurs de la famille Avr3a de Phytophtora spp. interagissent avec une ubiquitine
ligase pour la stabiliser et réprimer les réponses immunitaires, d’'une maniére
dépendante de leur capacité a lier les phospholipides (Bos et al, 2010, Yaeno et al.,
2011). D’autre part, Avrblb2 inhibe la sécrétion focalisée de la cystéine protéase C14
dans les cellules de tabac accommodant un haustorium, ce qui augmente la susceptibilité
des plantes aux infections (Bozkurt et al., 2011). Tres récemment, CRN8 chez P. infestans
a été décrit comme le premier effecteur kinase identifié chez un parasite des plantes
(Van Damme et al., 2012a). CRN8 est localisé au niveau du noyau des cellules végétales
et participe a la virulence de P. infestans quand il est exprimé in planta. Avr3b de P. sojae

est une Nudix hydrolase qui augmente la virulence des oomycetes quand elle est
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Figure 22. Les effecteurs de Phytophthora infestans : motifs de translocation conservés et expression

(A) Membres représentatifs des familles d’effecteurs apoplastiques, riches en cystéines (EPI1) et cytoplasmiques, aux domaines
RXLR (Avr3a et avrlb-1) et LXLFLAK (CRN2 et 8) conservés. (B) Cycle hémibiotrophe de P. infestans et profils d’expression des
transcrits de différentes classes d'effecteurs candidats associés aux différents stades infectieux. S : sporange, Z : zoospore ; 2, 3, 4
et 5 référent au nombre de jours aprés inoculation sur feuilles de pomme de terre.

Adapté de Kamoun, Current Opinion in Plant Biology, 2007 / Van Damme et al., ‘Effectors in plant-microbes interactions’, 2012
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exprimée chez le tabac, probablement en réduisant I'accumulation de ROS au niveau des
sites d’infection (Dong et al., 2011). Chez H. arabidopsidis, les effecteurs HaRxL17, ATR1
ou ATR13 conférent également une sensibilité accrue aux agents pathogenes chez les
plantes ou ils sont exprimés, par des mécanismes qui restent encore inconnus (Sohn et
al., 2007 ; Caillaud et al, 2012). Concernant les effecteurs apoplastiques, quelques
dizaines de génes codant des enzymes de dégradation, des protéases et des inhibiteurs
de protéases ont été identifiés au sein des génomes d’oomycetes (Van Damme et al.,
2012b). Par exemple, EPIC1 et EPIC2B de P.infestans sont des protéines riches en
cystéines qui inhibent les cystéine protéases Rcr3 et C14, ce dernier étant un régulateur
positif des réponses de défense chez la tomate (Wulff et al., 2009 ; Kashani et al.,, 2010).
De maniére intéressante, C14 est ciblée a la fois par un effecteur cytoplasmique
(Avrblb2) dans la cellule hote et par des effecteurs apoplastiques dans l'espace
extracellulaire. Cela révele que pour promouvoir leur virulence, les oomycetes ont
développé au cours de leur évolution plusieurs effecteurs pouvant interférer avec un
méme composant des défenses végétales au niveau de différents compartiments

(Bozkurtetal., 2012).

3.4. Les effecteurs des champignons
A l'instar des oomycetes, la disponibilité de plusieurs génomes de champignons a permis

d’établir des catalogues d’effecteurs candidats, bien que l'absence de motifs conservés ait
rendu la tdche plus complexe. En particulier, I'étude de 'expression de ces répertoires in
planta a permis de révéler des vagues d’expression d’effecteurs candidats en fonction du
stade d’infection. Quelques facteurs de virulence cytoplasmiques et apoplastiques ont été

décrits a ce jour.

3.4.1. Les répertoires d’effecteurs candidats fongiques : les petites protéines
sécrétées

Les génomes d’une vingtaine d’especes de champignons pathogenes de plantes
(majoritairement des ascomycetes) ont été séquencés et analysés ces dernieres années
(Figure 23 ; Raffaele et Kamoun 2012). Il convient d’ajouter a cette liste Laccaria bicolor
et Tuber melanosporum qui, bien que symbiotes mutualistes, restent néanmoins des
microorganismes au mode de vie biotrophe (Martin et al, 2008, 2010 ; Kemen et al.,
2012). Au total, les génomes de sept basidiomycetes, tous biotrophes, ont été séquencés

a ce jour. Les agents du charbon du mais, U. maydis et Sporisorium reilianum, 'agent du

charbon de 'orge Ustilago hordei ainsi que L. bicolor sont des biotrophes non-
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Figure 23. Les génomes séquencés de champignons et d’oomycétes parasites des plantes

Les relations phylogénétiques, le mode de vie ainsi que les familles de génes ayant subis d'importantes variations au cours de
I’évolution sont présentés pour la trentaine d’agents pathogénes filamenteux des plantes dont le génome a été séquencé, analysé
et publié. U'hote naturel, la taille du génome, le nombre de génes codants des protéines et la proportion d’éléments répétés au
sein des génomes sont également précisés.

Raffaele et Kamoun, Nature Reviews in Microbiology, 2012
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obligatoires (ou non-stricts) tandis que les agents des rouilles P. graminis f. sp. tritici,
P. striiformis f. sp. tritici et M. larici-populina sont des biotrophes obligatoires (Kamper et
al., 2006 ; Schirawski et al., 2010 ; Laurie et al., 2012 ; Duplessis et al., 2011 ; Cantu et al.,
2011). Comme pour les oomycetes, plusieurs groupes de chercheurs ont entrepris
d’établir des catalogues d’effecteurs candidats chez ces champignons, mais
contrairement aux oomycetes, les effecteurs fongiques ne présentent pas de domaines
conservés connus parmi les effecteurs décrits jusqu’a ce jour, ce qui rend difficile
I'identification de nouveaux effecteurs candidats sur cette base (Rafiqi et al., 2012).
Néanmoins, en se basant sur certains critéres énumeérés ci-dessous, des répertoires
d’effecteurs candidats ont été dressés (Schmidt et Panstruga 2011 ; Figure 24). Les
effecteurs fongiques sont en général de petites protéines sécrétées, riches en cystéines
et qui présentent des signatures d’évolution accélérée (pression de sélection positive)
(Stergiopoulos et De Wit 2009). De plus, ils sont la plupart du temps spécifiques a une
espece ou a un genre donné, ce qui complique leur identification par recherche
d’homologies de séquence. Des motifs conservés de type Y/F/WxC ont été identifiés
dans la partie N-terminale d’effecteurs candidats de Blumeria graminis f. sp. hordei et de
M. larici-populina (Godfrey et al., 2010 ; Duplessis et al., 2011). S’il s’avere que ces motifs
ont un réle quelconque durant l'infection, cela ouvrirait des perspectives pour cribler

plus rapidement les génomes fongiques a la recherche d’effecteurs candidats.

3.4.2. L’expression dynamique des effecteurs candidats in planta
L’analyse de l'expression transcriptionnelle des répertoires d’effecteurs candidats a

permis de révéler leur forte induction in planta, qui peut étre spécifique aux stades et
structures d’infection, voire méme a certains organes de plante infectés. En effet, le
répertoire d’effecteurs candidats de B. graminis ou encore les effecteurs de M. lini sont
induits au sein des hautoria (Spanu et al, 2010 ; Catanzariti et al., 2006). L’étude
dynamique des transcriptomes de Fusarium graminearum, Colletotrichum higginsianum
ou encore M. larici-populina infectant leurs hotes a révélé des effecteurs candidats
induits par vagues successives au cours de l'infection, suggérant des fonctions
spécifiquement associées a ces phases et aux structure fongiques alors formées (Lysoe
et al., 2011 ; Kleemann et al., 2012 ; Duplessis et al, 2011). En accord avec ces
observations, I'analyse du transcriptome d'U. maydis infectant différents organes du
mais a montré que des groupes spécifiques d’effecteurs candidats sont exprimés dans

des organes différents (Skibbe et al., 2010). Aux stades tardifs de 'infection de feuilles
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de peupliers par M. larici-populina, 1a microdissection laser suivie de I'analyse comparée
de l'expression des transcrits ont révélé une expression spécifique au sein de certaines
structures fongiques, les effecteurs candidats étant majoritairement exprimés dans les
tissus biotrophes par rapport aux tissus sporiferes (Hacquard et al, 2010). D’une
maniere générale, ces études suggerent que le déploiement de jeux d’effecteurs est
régulé dans l'espace et dans le temps. Ces études transcriptomiques ont permis d’affiner
les catalogues d’effecteurs candidats pour les analyses fonctionnelles subséquentes. En
outre, I'analyse des transcriptomes a aussi permis d’appréhender les fonctions clefs
mises en jeu de maniere dynamique lors des différentes étapes de la croissance
biotrophe. Par exemple, le métabolisme primaire de B. graminis est hautement régulé au
cours d’'une infection, tandis que la mobilisation du métabolisme des lipides, de la
synthese de mélanine et de I'autophagie est associée avec la formation des appressoria
chez M. oryzae (Both et al., 2005 ; Soanes et al., 2012). Enfin, I'expression de nombreux
transporteurs de M. larici-populina est induite aux temps tardifs d’infection, ce qui
permettrait d’augmenter le détournement et le transport massif de nutriments

nécessaires a la biogenese des tissus sporiferes (Duplessis et al., 2011).

3.4.3. Les facteurs de virulence/compatibilité
Quelques dizaines d’effecteurs fongiques ont été décrits jusqu’alors (Tableau 4). La

majorité d’entre eux n’ont pas d’activité biochimique connue, et leur localisation ainsi
que leur contribution dans la virulence du champignon restent a démontrer
(Stergiopoulos et De Wit 2009). Néanmoins, une poignée de facteurs de virulence a été
décrite. Parmi les premiers furent Avraio et Avrki de B. graminis, qui favorisent
I'infection des cellules dans lesquels ils sont exprimés (Ridout et al., 2006). La protéine
Avr2 de C. fulvum inhibe des cystéine protéases de plantes et confere une virulence
accrue a de nombreux champignons pathogenes quand elle est exprimée chez
arabidopsis (Van Esse et al, 2008). Avrl (anciennement Six 4) de F. oxysporum f. sp.
lycopersici supprime des réponses de défense de type ETI déclenchées par d’autres
effecteurs, restaurant ainsi la virulence du champignon chez la tomate (Takken et Rep
2010). D'une maniere similaire, certains effecteurs de C. higginsianum suppriment la HR
et augmentent la croissance de bactéries pathogenes quand ils sont exprimés chez
arabidopsis, par des mécanismes qui restent inconnus (Kleemann et al, 2012). Plusieurs
facteurs de virulence ont été récemment identifiés chez U. maydis (Doehlemann et al.,

2012). Pep1 est une petite protéine sécrétée qui inhibe I'activité d’'une péroxydase
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Tableau 4. Les effecteurs de champignons

effector® effector cys® sp? positive localization function/homology required R gene (protein type)
size® selection in plant® for virulence

Magnaporthe oryzae (rice)

Acel 4035 43 no - - polyketide synthase - Pi33

Avr-Pita 176 8 yes yes cytoplasm Metalloprotease-like no Pi-ta (NB-LRR)

Avr-Pita2 - 8 yes yes apoplast Metalloprotease-like no Pi-ta (NB-LRR)

Avr-Pita3 - 8 yes yes cytoplasm Metalloprotease-like no o

Pwil 124 2 yes - apoplast - -

Pwi2 126 1 yes - apoplast - -

Pwli3 116 0 yes - apoplast - -

Pwl4 117 0 yes - apoplast - -

Avr1-CO39 - - - yes . - - Pi-CO39

AvrPiz-t 108 - yes - . suppress cell death - Piz-t (NB-LRR)

Avr-Pia 85 2 yes - cytoplasm = = Pia (NB-LRR)

Avr-Pii 70 3 yes - cytoplasm - - Pii (NB-LRR)

Avr-Pik/km/kp 113 3 yes - cytoplasm - - Pi-k/pi-Km/Pi-kp (NB-LRR)

MC69 54 2 yes - apoplast - yes .

Sip1 135 6 yes - apoplast bind chitin yes -

Cladosporium fulvum (tomato)

Avr2 58 8 yes yes apoplast Protease inhibitor yes Cf-2 (LRR-RLP)

Avrd 86 8 yes yes apoplast Chitin-binding yes Cf-4 (LRR-RLP)

Avr4E 101 6 yes yes apoplast - - Hcr9-4E (LRR-RLP)

Avr9 28 6 yes yes apoplast Carboxypeptidase inhibitor - Cf-9 (LRR-RLP)

Ecpl 65 8 yes No apoplast Tumor-necrosis factor receptor yes Cf-Ecpl

Ecp2 143 4 yes No apoplast - yes Cf-Ecp2

Ecp4 101 6 yes No apoplast - - Cf-Ecp4

Ecp5 98 6 yes No apoplast - - Cf-Ecp5

Ecp6 199 8 yes No apoplast LysM-domains; chitin-binding  yes -

Ecp7 100 6 - = apoplast - - -

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (tomato)

Avr3 (Six1) 189 8 yes - Xylem - yes 1-3

Six2 172 8 yes - Xylem - no -

Six3 144 2 yes - Xylem = yes I-2 (NB-LRR)

Avrl (Six4) 184 6 yes - Xylem suppress ETI (yes) ITorl-1

Melampsora lini (flax)

AvrLS567 127 1 yes vyes cytoplasm - no LS, L6 and L7 (NB-LRR)

AvrM 314 1 yes yes cytoplasm = % M (NB-LRR)

AvrP123 94 11 yes vyes cytoplasm Kazal Ser protease inhibitor - P, P1, P2 and/or P3 (NB-LRR)

AvrP4 67 6 yes yes cytoplasm Cystine knotted peptide - P4 (NB-LRR)

Ustilago maydis (maize)

cmul 265 - yes - cytoplasm chorismate mutase yes -

pitl 435 - - - - - -

pit2 118 - yes = B = 5.

Pepl 178 4 yes - apoplast peroxidase inhibitor yes -

Leptospheria maculans (oilseed rape)

AvrLm1 183 1 yes vyes cytoplasm - - RIm1

AvrLm6 124 6 yes - apoplast = = RIm6

AvrLm4-7 122 8 yes yes apoplast - - RIm4 and/or RIm7

Rhynchosporium secalis (barley)

Nip1 60 10 yes vyes apoplast induces necrosis no Rrs-1

Nip2 - 6 yes yes apoplast induces necrosis no -

Nip3 - 8 yes yes apoplast induces necrosis no -

Blumeria graminis f. sp. hordei (barley)

Avral0 286 4 - - cytoplasm - Mlal0 (NB-LRR)

Avrkl 177 3 - = cytoplasm - MIk1l (NB-LRR)

Colletotrichum orbiculare (cucumber)

NIS1 142 0 yes - apoplast - no -

DN3 74 0 yes - apoplast suppress cell death - -

Puccinia graminis f. sp. tritici (barley)

RGD-binding protein 820 7 no - apoplast induce HR = Rpgl (RLK)

VPS9 744 4 no - apoplast induce HR - Rpgl (RLK)

Laccaria bicolor (tree roots)

MiSSP7 68 0 yes no cytoplasm - yes -

Glomus intraradices (plant roots)

SP7 248 0 yes - cytoplasm limit immune responses yes .

“Les protéines discutées dans I'encadré 2 ainsi que celles codant des métabolites secondaires sont indiquées

btaille de I'effecteur mature

‘nombre de cystéines

dprédiction d’un signal peptide de sécrétion

ecertaines localisations proviennent d’évidences indirectes

Adapté de Stergiopoulos et De Wit, Annual Reviews in Plant Science, 2009 / Khang et Valent, Current Opinion in Plant Biology,
2010 / Djamei et al., Nature, 2011 / Doehlemann et al., PLoS Pathogens, 2009 / Doehlemann et al., Molecular microbiology,
2011 / Hemetsberger et al., PLoS Pathogens, 2012 / Yoshino et al., 2012 / Mentlak et al., The Plant Cell, 2012 / Saitoh et al., PLoS
Pathogens, 2012.
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apoplastique de plante, et ainsi permet la virulence du champignon sur le mais
(Doehlemann et al, 2009 ; Hemetsberger et al, 2012). La chorismate mutase cmul
d’U. maydis est sécrétée dans le cytoplasme et réoriente le métabolisme secondaire du
mais en perturbant la synthese d’acide salicylique et de phénylpropanoides, ce qui
permet la virulence du champignon (Djamei et al, 2011 ; Figure 25). Cette étude
constitue une des premieres preuves, avec 'étude récente des effecteurs bactériens
HopZ1 et de la coronatine, de I'importance des perturbations métaboliques pour la
virulence des parasites (Zhou et al., 2011 ; Zheng et al., 2012). Toujours chez U. maydis,
les génes pit sont importants pour la formation des tumeurs chez le mais, bien que leur
meécanisme d’action reste indéterminé. Enfin, I'’étude de nombreux mutants de délétion a
révélé plusieurs clusters de geénes codant des facteurs de virulence qu’il reste
maintenant a caractériser (Dohelemann et al, 2012). Par des approches génétiques,
'effecteur