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Liste des abréviations

6xHis : étiquette six histidines

AAA-ATPase : ATPases associated with various
cellular activities

ABA : acide abscissique

AdoMet : S-adénosylméthionine

AHb1 : hémoglobine non-symbiotique 1

Ala : alanine

Asp : aspartate

AtSABP3 : Arabidopsis thaliana salicylic acid-
binding protein 3

Avr : produit des genes d’avirulence

BABA : acide B-aminobutyrique

BAK1 : brassinosteroid receptorl-associated
kinase 1

BH, : tétrahydrobioptérine

BTH : acide benzo(1,2,3)thiadiazole-7-
carbothioique

CA : carbonic anhydrase

CaM : calmoduline

CDCF : CDC48 native de Nicotiana tabacum
CDCM : CDC48 présentant une substitution du
résidu Cys 526 par un résidu Ala

CDCM2 : CDC48 présentant une substitution
du résidu Cys 526 par un résidu Asp

CDPK : Ca”*-induced protein kinase

CDS : coding DNA sequence

CeBIP : chitin-binding protein

CERK1 : chitin elicitor receptor kinase 1
CNGC : cyclic nucleotide gated channel
C-ter : extrémité C-terminale

Cys : cystéine

DAMP : damage-associated molecular pattern
DEA/NO : diéthylamine-NONOate

EFR : elongation factor-Tu receptor

eNOS : nitric oxide synthase endothéliale

ER : réticulum endoplasmique

ERAD : endoplasmic reticulum-associated-
degradation

ER-t : réticulum endoplasmique transitionnel
EST : expressed sequenced tag

ET : éthyléne

ETI : effector-triggered immunity

FAD : flavine adénine dinucléotide

FAO : formes actives de I'oxygéne

FLS2 : flagellin sensing 2

FMN : flavine mononucléotide

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate
deshydrogénase

GBP : glucan binding protein

GDC : glycine décarboxylase

GRP : glycine rich protein

GSH : glutathion

GSNO : S-nitrosoglutathion.

GSNOR : S-nitrosoglutathion réductase
GSSG : glutathion disulfide

HDACS6 : Histone désacétylase

HR : réponse hypersensible

Hsr203J : hypersensitive-related gene 203 J
iNOS : NOS inductible

IP3-R : récepteur a l'inositol tri-phosphate
ISR : résistance systémique induite

JA : acide jasmonique

KAPP : kinase-associated protein phosphatase
L-Arg : L-Arginine

Lb : leghémoglobine

LeEIX1 : ethylene-inducing xylanase

LRR : région riche en leucine

Lys : lysine

LZ-CC : domaine leucine zipper/coil-coil
MAMP : microbe-associated molecular pattern
MAPK : mitogen-activated protein kinase
MeSA : méthyl salicylate

MF : microfilaments d’actine

MMTS : S-méthyl méthanethiosulfonate
MS : spectrométrie de masse

MT : microtubules

NAM : no apical meristem

NBS : site de liaison aux nucléotides
Ni:NOR : nitrite :NO reductase

nNOS : NOS neuronale

NO : monoxyde d’azote

Npl4 : nuclear protein localization 4
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NPR1 : non-expressor of pathogenesis-related
gene 1

NR : nitrate reductase

NSF : N-ethylmaleimide-sensitive fusion
protein

N-ter : extrémité N-terminale

NtOSAK : Nicotiana tabacum osmotic stress-
activated protein kinase

NtRbohD : Nicotiana tabacum respiratory
burst oxidase homologue

OG : oligogalacturonate

PA : polyamine

PAMP : pathogen-associated molecular
pattern

PEPR1 : Pepl receptor 1

PK : protéine kinase

PLAP : phospholipase A2-activating protein
PNGase : peptide N-glycosidase

pO, : pression partielle en oxygéne

PR : pathogenesis-related

PRR : pattern recognition receptor

PrxIIE : peroxyrédoxine Il E

PTI : PAMP-triggered immunity

PUB : peptide N-glycosidase ubiquitin-
associated

PUL : phospholipase A2-activating protein,
Ufd3p, Lublp

PUX : plant UBX domain-containing protein
R : produit des génes de résistance

RIN4 : RPM1 interacting 4

RK : récepteur kinases

RLP : receptor-like protein

RNS : Reactive nitrogen species

Rubisco : ribulose 1,5 biphosphate
carboxylase/oxygénase

RyR : récepteur a ryanodine

SA : acide salicylique

SABP2 : salicylic acid binding protein 2
SAMS1 : S-adénosylméthionine synthétase 1
SAR : résistance systémique acquise

SERK1 : somatic embryogenesis receptor-like
kinase 1

sGC : guanylate cyclase soluble

SIPK : salicylic acid-induced protein kinase
SNAP : soluble NSF-attachement protein

SNARE : SNAP receptor

S-NO : liaison S-nitrosothiol

SNF1 : sucrose non-fermenting 1

SnRK : sucrose non-fermenting-related protein
kinase

tcl 7 : tobacco cryptogein induced 7

TGA1 : TGAGG motif-binding factor 1

TIR : domain toll/récepteur a l'interleukine 1
TRP : Transient receptor potential

Trp : tryptophane

Trx/TR : thioredoxine/thioredoxine réductase
TTSS : systeme de sécrétion de type IlI

Tyr : tyrosine

UBD : ubiquitin D

UBX : ubiquitin regulatory X

Ufd1 : ubiquitin fusion degradation 1

VBM : VCP-binding motif

VCP : vasolin-containing protein

VIM : VCP-interacting mot

VOC : composés organiques volatiles

VPE : vacuolar processing enzymes

WIPK : wound-induced protein

'
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Partie 1: Les réponses de défense des plantes

1. Généralités et résistance active

Les plantes sont au cours de leur vie en constante interaction avec leur environnement. Elles
sont confrontées a différents types de stress influant sur leur physiologie. En plus des
variations environnementales sources de stress abiotiques, les plantes sont confrontées a
des agressions causées par d’autres organismes vivants, regroupées sous le terme de stress
biotiques. Au cours de I'évolution, 'ensemble de ces contraintes a conduit a la mise en place
de réponses de défense efficaces permettant une meilleure adaptation des plantes a leur
environnement. En effet, les plantes disposent d’un éventail de défense, allant de barriéres
morphologiques constitutives a la mise en place de mécanismes cellulaires spécifiques.
Lorsque la plante est confrontée a une attaque par un organisme potentiellement
pathogéne, les mécanismes de défense mis en ceuvre permettent dans la plupart des cas de
lutter efficacement contre cet agresseur. Ce processus est qualifié d’interaction
incompatible et la plante est résistante. Toutefois, il arrive que ces défenses soient
inefficaces, car déclenchées trop tard ou bloquées par I'agresseur. L'interaction est alors dite
compatible et la plante est sensible.

La premiére ligne de défense contre les agressions causées par des pathogénes est formée
par I'ensemble des barrieres physiques de la plante, en particulier la cuticule et la paroi
végétale. La cuticule, formée de cutine et de cires, protege la surface des parties aériennes
de la plante. La paroi pecto-cellulosique protege quant a elle chaque cellule végétale.
Généralement, ces défenses passives préexistantes constituent un obstacle suffisant pour la
protection contre I'attaque de pathogénes. Cependant, certains micro-organismes
parviennent parfois a s’affranchir de ces barrieres physiques, en infectant la plante par des
ouvertures naturelles telles que les stomates ou une blessure, ou encore via l'action
d’enzymes hydrolytiques permettant la dégradation de la cuticule ou de la paroi cellulaire.
Pour lutter contre ces derniers, les plantes disposent d'autres systemes de défense activés
par la perception du pathogene. Ces défenses, constituant I'immunité innée chez les plantes

(Jones & Dangl, 2006 ; Chisholm et al., 2006), impliguent des événements cellulaires
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complexes conduisant a une résistance active vis-a-vis des micro-organismes pathogenes.

Deux types de résistance active sont classiquement définies : la résistance basale et la
résistance spécifique (Iriti & Faoro, 2007 ; Dodds & Rathjen, 2010, figure 1).

La résistance basale, ou PTI (PAMP-triggered immunity), est non spécifique et impliquée lors
d’interactions entre un grand nombre de plantes et de pathogenes. Elle est déclenchée par
la reconnaissance de molécules appelées communément éliciteurs de réactions de défense,
PAMP (pathogen-associated molecular patterns) ou MAMP (microbe-associated molecular
patterns). Les éliciteurs sont de nature chimique variée : peptidique, lipidique ou
oligosaccharidique (Niurnberger et al., 2004 ; Boller & Felix, 2009). lls incluent des molécules
d'origine microbienne, en particulier des constituants structuraux, mais également d'origine
végétale. Ces derniéres correspondent généralement a des produits issus de la dégradation
des parois par des enzymes hydrolytiques libérées par le pathogéne ou I'hote et appelés
DAMP (damage-associated molecular patterns ; Lotze et al., 2007 ; Boller & Fellix 2009). Les
éliciteurs sont reconnus par des récepteurs des cellules végétales appelés PRR (pattern-
recognition receptors; Zipfel, 2008). La PTl constitue un premier niveau de défense.
Cependant, certains pathogénes parviennent a contourner la PTIl vig la production
d'effecteurs codés par des genes d'avirulence (Avr). Un second niveau de défense, I'ETI
(effector-triggered immunity) peut alors étre mis en place par la plante. Cette résistance,
dite spécifique, implique la reconnaissance moléculaire des effecteurs par des protéines
codées par des genes de résistance (R). Selon le concept géne pour géne (Flor, 1971), les
plantes hotes possédent le gene R correspondant aux genes Avr du pathogene. Une perte ou
une altération de I'un de ces deux geénes conduit a la maladie. Au contraire, la
reconnaissance du produit du gene Avr par la protéine R initie une cascade d'événements
cellulaires conduisant a la résistance. L'ETI pourra de nouveau étre détournée par le
pathogene via la production de nouveaux effecteurs que la plante reconnaitra ensuite via la
sélection de nouvelles protéines R. Ce mécanisme s’inscrit dans un processus de co-
évolution des plantes et des pathogenes, les pathogénes contournant les barrieres
immunitaires des plantes qui mettent a leur tour en place des réponses plus spécifiques

(Dangl & Jones, 2006).
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Figure 1 : Représentation schématique des mécanismes de défenses des plantes. L'attaque du pathogéne est
percue via des MAMP, DAMP issus de la dégradation de |a paroi végétale ou des effecteurs. Les MAMP et les DAMP
sont reconnus par les récepteurs PRR, induisant la PTI. Les effecteurs injectés dans la cellule concourent a
I'inactivation de la PTI. Ils peuvent toutefois étre reconnus, directement ou indirectement, par les protéines R, qui
déclenchent alors I’ETI. L"activation des défenses implique des processus de signalisation cellulaire caractérisés par
des flux d’ions dont le Ca?* jouant un réle de second messager, une production de NO et de FAO, I'activation de PK
incluant des MAPK, et des phytohormones, en particulier le SA, le JA et I'ET.
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2. Lareconnaissance de I'’agent pathogene

2.1 Dans la résistance basale PTI

La PTI conférée par des éliciteurs de nature peptidique est la plus étudiée. Ainsi Flg22, un
peptide de 22 acides aminés issu de la flagelline des bactéries, déclenche des réactions de
défense chez les plantes (Felix et al., 1999). Un autre éliciteur peptidique trés étudié est
elf18, et son pendant elf26, correspondant a la partie N-terminale (N-ter) du facteur
d’élongation EF-Tu d’Escherichia coli (Kunze et al., 2004). Des éliciteurs peptidiques
provenant d’autres micro-organismes pathogenes ont également été mis en évidence,
comme le peptide Pepl3, fragment d’une transglutaminase, présent chez une dizaine
d’espéces de Phytophthora, qui posséde des propriétés élicitrices chez le persil et la pomme
de terre (Brunner et al., 2002). Citons également les élicitines, sécrétées par la plupart des
espéces de Phytophthora, qui conduisent a la mise en place de réactions de défense
localisées et systémiques chez le tabac (Ricci et al., 1989 ; voir la partie 2 de I'introduction).
Des peptides endogénes sécrétés par les plantes en cas d’attaque pathogéene sont
également capables d’induire des réactions de défense, comme la systémine chez la tomate
ou encore le peptide AtPep1l chez Arabidopsis thaliana (Boller, 2005 ; Huffaker et al., 2006)

Les éliciteurs de nature lipidique incluent I'acide arachidonique des oomycétes et
I’ergostérol de certains champignons. Leur capacité a déclencher I'ETI a notamment été
rapportée chez la pomme de terre, le tabac, la vigne ou encore la tomate (Boller, 1995 ;
Granado et al., 1995 ; Laquitaine et al., 2006 ; Lochman & Mikes, 2006). Enfin, les éliciteurs
de nature glucidique englobent certains peptidoglycanes de paroi bactérienne, ou encore
des peptides de levure N-glycosylés (Erbs et al., 2008 ; Boller, 1995) et des DAMP. Parmi les
DAMP, les oligogalacturonates (OG), polymeres d’acide galacturonique, sont les inducteurs
d'ETl les plus étudiés (Hahn et al., 1981 ; Boller & Felix, 2009). Par exemple, ils induisent chez
la vigne ou A. thaliana une résistance contre une infection par le champignon nécrotrophe

Botrytis cinerea (Ferrari et al., 2007 ; Aziz et al., 2004).

L'induction de la PTI implique la reconnaissance des éliciteurs par des PRR (Zipfel, 2008 ;
Nirnberger & Brunner, 2002 ; figure 2). Ces récepteurs présentent des similarités de
structure avec les récepteurs Toll-like exprimés dans les cellules animales (Hayashi et al.,

2001).
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Figure 2 : Récepteurs de type PRR (pattern recognition receptor) chez les plantes. Chez A. thaliana, la flagelline
bactérienne (flg22) et le facteur d’élongation EF-Tu (elf18) sont reconnus respectivement par FLS2 et EFR, des
récepteurs de type LRR-RK. Les peptides endogénes Pep sont quant a eux reconnus par le récepteur PERPI,
également de type LRR-RK. Le site de haute affinité liant la chitine correspond a CEBIP chez le riz. La reconnaissance
de la xylanase par LeEIX1/2 de type RLP est ohservée chez la tomate, ol seul LeEIX2 est capable d’induire la
transduction du signal. Chez le soja, I’'heptaglucane de I'oomycete Phytophthora sojae est fixé par GBP. Les
protéines BAK1 et CERK1 sont impliquées dans |a signalisation chez la plupart des modéles. D’aprés Zipflel (2009).

lls sont regroupés dans la classe des LRR-RK (leucine-rich repeat receptor kinase ; Zipfel
2008). Plusieurs membres de ces PRR ont pu étre mis en évidence, notamment FLS2
(flagellin sensing 2), EFR (elongation factor-Tu receptor) ou encore PEPR1 (Pepl receptor 1)
impliqués respectivement dans la perception de flg22, elf18 et de AtPepl chez A. thaliana
(Gomez-Gomez & Boller, 2000 ; Zipfel et al., 2006 ; Yamaguchi et al., 2006). Une autre classe
de récepteurs impliqués dans la PTI, les RLP (receptor-like proteins), semblables au LRR-RK
mais sans le domaine intracellulaire de transmission du signal, est impliquée dans la
reconnaissance des éliciteurs. C'est le cas du récepteur LeEIX1 (ethylene-inducing xylanase)
qui reconnait la xylanase EIX1 chez la tomate (Ron & Avni, 2004). D’autres sites de haute
affinité participent a la reconnaissance des éliciteurs, tels que GBP (glucan binding protein)

ou CeBIP (chitin-binding protein) en fixant respectivement des oligosaccharides chez le soja
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ou de la chitine chez le riz (Kaku et al., 2006). Enfin, il apparait que la perception des
éliciteurs fait appel au concours de molécules membranaires adaptatrices pour permettre le
déclenchement de la signalisation conduisant aux réponses de défense, comme la protéine
BAK1 (brassinosteroid receptorl-associated kinase 1) ou CERK1 (chitin elicitor receptor

kinase 1 ; Zipfel, 2009).

2.2 Dans la résistance spécifique ETI

Les effecteurs sont sécrétés par différents types de pathogénes incluant les bactéries, les
champignons ou encore les oomycétes (Chisholm et al., 2006 ; Stergiopoulos & de Wit,
2009 ; Schornack et al., 2008 ; Dodds & Rathjen, 2010). On en recense un grand nombre, 20
a 30 d’entre eux ont par exemple pu étre mis en évidence chez Pseudomonas syringae
(Chang et al., 2005). Ce sont généralement des facteurs de virulence nécessaires au
processus infectieux et dont le réle, pour la plupart d'entre eux, est d’inhiber la PTI. En effet,
ces effecteurs agissent généralement en inactivant une protéine cible de I’héte, impliquée
dans la PTl ou dans le controle des évenements de signalisation fondamentaux pour le
développement de la plante (Jones & Dangl, 2006). Les effecteurs agissent donc au niveau
intracellulaire et sont injectés dans la cellule végétale via les systémes de sécrétion de type
Il (TTSS) dans le cas des bactéries. Chez les champignons et les oomycétes, qui ne
présentent pas de systemes comparables au TTSS, le processus d’injection d’effecteurs
cytoplasmiques demeure inconnu. Toutefois, la sécrétion de ces effecteurs dans le milieu
extracellulaire via la mise en place de systémes endomembranaires a pu étre établie
(Panstruga & Dodds, 2009). De plus, un motif peptidique, RXLR, semble requis pour la
délivrance de l'effecteur dans la cellule héte. Des analyses génomiques de Phytophthora
infestans ont montré que 563 effecteurs potentiels présentent ce motif (Haas et al., 2009).

Les produits des genes de résistance R de la plante sont des protéines majoritairement
cytoplasmiques, qui joueraient le réle de récepteurs intracellulaires pour les effecteurs
injectés par le pathogene. Ces protéines présentent des analogies de structures et plusieurs
motifs protéiques sont conservés chez différentes especes végétales (Tableau 1 ; Dangl &
Jones 2001). La plupart de ces protéines R présentent un domaine LRR et NBS (nucleotide-
binding site). Le domaine NBS autorise la liaison et I'hydrolyse de I’ATP et permettrait, via

des changements de conformation de la protéine, I'activation d'événements de signalisation
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cellulaire nécessaires a la mise en place des réponses de défense (Takken & Tameling, 2009)
D’autres protéines R présentent des domaines TIR (Toll/interleukin-1 receptor), LZ-CC
(leucine-zipper/coil-coil domail) ou encore des séquences transmembranaires. Ces protéines
R peuvent présenter des régions N-ter différentes, définissant deux classes distinctes : les
protéines R CC-NBS-LRR et TIR-NBS-LRR (Meyers et al., 2003).

La perception des effecteurs Avr du pathogene par les protéines R de plante implique
différents mécanismes (Jones & Dangl, 2006, Chisholm et al, 2006). D'une part, la
reconnaissance peut étre directe, la protéine R interagissant physiquement avec I'effecteur
du pathogene. Ce type de reconnaissance a été démontré pour différents pathogenes,
bactéries, champignons ou oomycetes, par des expériences de double hybride. C'est le cas
par exemple de la reconnaissance du facteur d’avirulence Avr-Pita de I'oomycete
Magnaporthe grisea par la protéine R Pi-ta du riz (Jia et al., 2000), ou encore de |'interaction
entre I'effecteur AvrPto de P. syringae avec la protéine Pto chez la tomate (Tang et al.,
2006). D'autre part, dans de nombreux pathosystemes, il a été proposé que la
reconnaissance de |'effecteur se fasse de maniére indirecte (DeYoung & Innes, 2006). Les
cellules végétales exprimeraient des protéines dites de garde susceptibles d'interagir avec le
complexe formé entre l'effecteur et sa cible de pathogénicité et/ou avec la cible de
pathogénicité ayant subi des modifications structurales suite a son interaction avec
I'effecteur (guard hypothesis ; Dangl & Jones, 2001 ; Van der Biezen & Jones, 1998). Un des
exemples les plus documentés concerne la protéine RIN4 (RPM1 interacting 4), cible de deux
facteurs de virulence de P. syringae : AvrRpt2 qui la clive et AvrRpm1 qui la phosphoryle. La
modification de RIN4 par ces effecteurs bactériens conduit a sa reconnaissance par RPS2 et

RPM1 respectivement, permettant I'activation des défenses de la plante (Kim et al., 2005).
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Tableau 1. Classification des génes de résistance R chez différentes espéces. @8 pomaine protéine kinase ;
89 pomaine leucine zipper/coil-coil (LZ-CC); Région transmembranaire ; @0 site de liaison aux
nucléotides (NBS) ; domaine toll/récepteur a l'interleukine 1 (TIR) ; - Région riche en leucines répétées

(LRR). D’apres Nirnberger et al., 2004

Espece Végétale Gene R de Structure Pathogene Gene Avr
plantes correspondant

Tomate Pto [ | Pseudomonas syringae pv. Tomato AvrPto

A. thaliana RPWS8 [ ] Erysiphe spp. Avr RPWS8

A. thaliana RPM1 @B P. syringae pv. Maculicola AvrRpom1, avrB

A. thaliana RPP8 BB Peronospora parasitica AvrRpp8

A. thaliana RPS2 @ ~. syringae pv. Tomato AvrRpt3

A. thaliana RPS5 @ P. syringae pv. Tomato AvrPphB

Pomme de terre Rx @ Virus X de la pomme de terre Protéine du virus

Orge Mla6 [ ] Blumeria graminis Avr-M16

Riz Pi-ta [ Magnaporthe grisea AvrPita

A. thaliana RPP5 @ P. parasitica AvrRPP5

A. thaliana RPS4 @ P. syringae pv. Pisi AvrRps4

Lin L6 @Bl Melampsora lini AvrL6

Lin Mla6 Bl M. lini AvrM

Tabac N @ Virus de la mosaique du tabac Replicase

Tomate Cf-2 [ ] Cladosporium fulvum Avr2

Tomate Cf-4 [ ] C. fulvum Avrd

Tomate Cf-5 [ ] C. fulvum Avr5

Tomate Ccf-9 [ ] C. fulvum Avr9

Riz Xa21 @3 @ Xanthomonas oryzae pv. Oryzae AvrXa2l

3. La transduction du signal

3.1 La signalisation précoce

La reconnaissance du pathogéene conduit a la mise en place d’évenements de signalisation
intracellulaire concourant a I'activation d’une réponse adaptive de la plante (Jo