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. Introduction de phytopathologie générale

La majorité des pertede rendemenén agriculture cultures maraichéres comme grandes

cultures £sont causées parXaLW JURXSHYV G R U Jd3 Qlantd? hhatasiteésy BQ W V
bactéries, les virus, les particules viroides, les nématodes, les insectes, les oomycetes et les
champignons, ces derniers étantdesxiemegprincipaux responsables de ces pguste aprés

les adventicefAgrios, 2005 Fisheret al.,2012. Cesréductions considérablées rendements

GHV FXOWXUHV QRWD P P Ha)r¢én@tion Rir@idshiEtdresponsaltes ide/ j O
nombreuses faminesSHS XLV OTDQWLTXLW p ragpbreHies\epeaved bus ity R QW
cultures en Chine, en Inde, en Grece ou méme a Rmirla rouille du blé a été évogudans

OHV pFULWV GqV O $m@iRaniXlal crefigriudeMaM&aMeligieuse de Robigalia
destinée a épargner les cultuf@vide) HW HVW VRXSoRQQpH GIrWUH UHVS
IDPLQHV GH OD ILQ GX 9gqPH VLgqFOH TXL RQ®ntBaemiebtSLWp O
DX[ LGpHV UHOoOXHV OD SUHPLqUH pWXGH UHOLDQW OH
PLFURRUJDQ LYV Pddlis@dpar Bab¥rt Kotipsw le bacille de la tuberculose en 1890.

Dés 1807, le francais Isa&8@nédict Prevost, en cherchant a déterminer les causes de la carie

du blé, démontre de maniere équivoque«les grains ou globules qui composent la poussiere

dH OD FDULH VRQW OHV VHPHQFHYVY JHPPHV JHPPXOHV RX J
[que] cette méme plante est la cause de la maladie duxgf@nevost, 1807)Cette «plante
microscopique» était en fait un champignon phytopathogene du géitletia. Ces travaux
WRPEHURQW FHSHQGDQW GDQV OTRXEOL HQ UDLVRQ GX P
travaux de Prevost et sa préférence pour la théorie de la génération spontanée. En 1861,
OTDOOHPDQG $QWRQ GH % DU\ Fphpopati@pyle f&tRIE Mémesd SqUH
prouvant que la terrible épidémie de mildiou de la pomme de terre responsable de la grande
IDPLQH GduXIXeme@eleD pWp FDXVpH SDU O9fDJH PHjtoghbd KR JqQH

infestangMatta, 2010) Cette épidémielemeurd § H [ H P&Splubl frappant de famine causée
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SDU XQ DIJHQW SDWKRJgQH GH SODQWH SXLVTXYfHOOH D HQ'
(Kinealy, 1994)

En 1940, les progres de la génétigtes travaux de Mendel, Morgan et Darwin sont dé&sis

a la base de la recherche en génétigpermettent a Harold Henry Flor tle2oriseda relation
genepourgene, selon laquelle aun gee DY L UXVRH&QH- KD TDIJHQW SDWKRJqQH
un génede résistancéR) de la plantgFlor, 1971) Toute ineractiongénétiqueentrele géne

AVRetle geneR VH FRQFOXW SDU OD UpVLVWDQFH GH OD SODQ\
incompatible). Toute autre combinaison allélique entraine la sensibilité de la plante et le
développement de la maladie (réaction compatibkefin du XXéme siécle verra pour part

le développement exponentiel des techniques de biologie moléculaire, permettant notamment
OH VpTXHQoDJH PDVVLI GH JpQRPHV GI{DJHQWYV SK\WRSDWK|
indispensable aux études fonctionnelles de génétique moléculairs.ULelPLHU JpQRPH G
champignon phytopathogéne a avoir été séquencé est céllagiaporthe oryzagDeanet

al., 2005) Depuis, le développement toujours plus rapide des techniques de séquencage a abouti
DX VPpTXHQoDJH PDVVLI GH Jp@RREONVGHEH /I HQWNY § R HPRISIDW K
postgénomique avec des projets toujours plus ambitieux comme celui de séquencer 1000

génomes de champignons (2000 Fungal Genome Project

http://1000.fungalgenomesg/homey.

LD SUDWLTXH GH OfDJULFXOWXUH LOQWHQVLYH GHSXLV OD |
des épidémiesn effet, B monoculture sur des parcelles de trés grande taille, de méme que le
raccourcissement des rotations culturales, ontagwrune perte de diversité des plantes
cultivées, qui ne sont plus a méme de résthiesblemenaux agents pathogéng@icci et Bui,

2011) Quatre leviers principaux permettent de juguler les invasi§nd d Hkyidpdthogenes.

Le premier deces leviersHVW OD OXWWH BdiceRanise el pldde de pHavgues

culturaledestinées limiter le développement des agents phytopathogéoé&stion culturale,
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enfouissement des résidus de culture, compagnonnage, travaikduedleuxieme moyen de

lutte est la lutte chimique qui consiste a utiliser des produits phytosanitaires (herbicides,

LQVHFWLFLGHYVY IRQJLFLGHV« DILQ GH VWRSSKHuookXx OLPLW

et Ishii, 2013) Cette méthode de lutte présente le double désBvamt GfrWUH FRQWRXUQC

des agents pathogengsistanV HW GIDYRLU XQ LPSDFW HElevast4HB QQHPH:

plus en déscord avec le plan Ecophytagi vise a diviser par deufIXVDJH GH SHVWLFLGHI

2025 La lutte génétique consiste yoosa part a utiliser des résistances variétales qui peuvent

étre de deux types. La résistanceltatve, le plus souvent monogénique et totale, peduet

VWRSSHU WRWDOHPHQW OH GpY tb@sk&vickH R0 T0ApeBdpKIGom JH Q W

caractée monogénique la rend plus aisément contournable par ces mémes agents pathogenes.

La résistance quantitative est une résistance partiegeustentmulti-génique(Niks et al.,

2015) Elle ne stoppe pas totalement le développement dealadie mais serd plus

GLIILFLOHPHQW FRQWRXUQDEOH (QILQ OD OXWWH ELROR.
EDFWpPpULHV FKDPSLJQRQV QpPDW RGIéVEIeppedeDt@®@/] B QHIDIMH W

phytopathogenéSuty, 2010) Le systéme de protection intégdas cultures, en vigueur jusque

GDQV OHV DQQpHYV SHUPHWWDLW GYXWLOLVHU FHV GLI

maintenir la sévérité des épidémies a un niveau économiquement accépietilet Bui,

2011) Un retour a ces pratiqugsourrait étre observé dans les années a venir grace a

O 1 p P H U JH Q FétolBgit(\Uek &let dl RR009)

II. Lesmodes de vie deshampignons

1. 'H OfLPSRUWDOQFH GHV FKDPSLIJQRQV GDQV OHV pFRV\V

Les champignons forment un régne atpatiere, bien distinct de ceux des plantes et des
animaux /H QR P E U H s@fpdarésant-a+te genre avait été estimé a 1,5 milliog8&h

(Hawksworth, 2001)Ce chiffre a par la suite été relevé a 5 millions, mais certains experts
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OTHVWLPH@OQMXWQPBRRHUWD QW FRQVLGpUDQW TXYLO GHYUDL
GITXQH HVSgFH GH FKDPSLJQRQ SDU HVSgFH YpJpWDOH SO;
] GIDXWUHV FKDPSLJQRQV | @vabtdehduhiéve Iridlépendant8dard YLH RX

2013).

Les champignons jouent des rOles cruciaux dans plusieurs processus écologiques.
lls sont d H[FH Qlécbhipugalrsle la matiére organique végétafgarticipant ainside

maniére trés importangu cycle de la matiere organique. Certaines especes fongiques vivent
en association avec des algues pour former les lichens. Les champignons développent
également des associations bénéfiques avec des animaux. On peut citer les champignons
présents dans teactus digestif des termites et qui leur permettent de dégrader efficacement la
matiére végétale, ou ceux cultivés par les fouchemmpignonnistedans le méme bu(Silar

etMalagnac, 2013)

/JHV FKDPSLJQRQV RQW pWp WUQV Vaiwed poBrHa\pwduttsmpde SDU O
denrées alimentaires (pain, fromage, biére, vin..), ou plus récemment de molécules a haute
valeur ajoutée (antibiotiques, anticancéreu Silar et Malagnac 2013 '"{DXWUHV SURM
novateursutilisant les champignonsont actuement en cours de développement, parmi

lesquels on peut citer la dégradation enzymatique de la biomasse végétale afin de produire des
biocarburantgLiao et al., 2016) la mycoremédiation (dépollution des sols contaminés au

moyen de champignonSjlaretal.,201) RX HQFRUH OD FRQVWLWXWLRQ G 1>
Afrique australe en associant des plants de jujubier a des champignons symbiontes des racines,
GDQV OH EXW GH IDLUH UHFXOHU OH GpVHUW WRXW HQ ID

intéréts agronomiques

2. Modesde vie des champignons associés aux plantes

Les champignons phytopathogénes somriacipalecause de pathologies végétalBgacon,

2005) et les pertes de rendemeassociées a ces maladmmettraient de nourrir plusieurs
18



FHQWDLQHV GH PLOOLRQYV (Bsherét@l, Y0128 XmadifdamelexentDa® Q p H
SK\WRSDWKRORJLH IRQJLTXH D WRXMRXUV LQFOXV OfpW
filamenteuses anciennement classées parsi cleampignons mais dont la phylogénie
PROpFXODLUH D PRQWUp TXTLOV QYpWDLHQWBIiehQQqu& LHQ D S
phylogénétiquement éloignés, les oomyceétes partagent certains traits phénotypiques avec les
FKDPSLJQRQV IRUPDWLREXFHEILIR\@GKIBD U UHSRIRHV VWUXFYV

DOQDORJXHV« HW VRQW GRQF pWXGLpV SDU OHV PrPHV VSp

Les champignons associés aux plantes peuvent avoir différents modes de vie. Les champignons
saprophytes sont retrouvés sur la matiere organique végéRaBR UWH TXTLOV SHXYHQW
et recycler, ce qui revét une importance cruciale dans les écosystemes, notamment dans le turn
over de la matiére organique végétéldakela et al., 2014) Les champignons peuvent
€galement vivre avec les plantes en syisbitau sens large, tel que défini par De Bary en

1879. Si la symbiose est bénéfique au champignon sans impacter la plante, on parle de relation
GH FRPPHQVDOLVPH /RUVTXH OYYDVVRFLDWLRQ V\PELRWLT
plante, on parle de nualisme. Les champignons mutualistes les plus connus sont les
FKDPSLJQRQV P\FRUKL]JLHQV TXL VIDVVRFLHQW DX[ UDFL!
PRQGH 'DQV OHV pFRV\VWqPHV IRUHVWLHUV Re OHV UpVH

limitées, les symibses mycorhiziennes revétent une importance cruciale.
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Figure 1: arbre de vie simplifié des eucaryotes.

Les champignonsppartenant au supg¥gne des Opistochontes, sont phylogénétiquement trés
éloignés des oomycetes, qui font partie de la division des Straménop§ieBssUqV /HH HW D

(2012).
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En effet, dans cette association, le champignon est respodsiapiégeagedu carbonede la
mobilisation des composés minérauxieta dégradation des nutriments organiques qui seront

mis a disposition de la plante, augmentant ainsi sa croisggroeaultFourreyet Martin,

2011) De son c6té, la plante étant un orgargspmotosynthétique, elle met a disposition du
symbionte ses réserves de glucides issues de la photosynth@isere@@tion mutualiste est
GIXQH WHOOH LPSRUWDQFH SRXU OD SK\WWLRORJLH GX SD
originellement présents sl&s racines et connus poétre responsaldale la nutrition sont en

fait tres peu répandus dans le regne végetaplus, la colonisation des terres émergées par les
Archégoniates les végétaux verts terrestres et pluricellukir®/ § HV W | D briwstidn eM@c FR Q M
FHOOH GHV FKDPSLJQRQV LQIpU l(phX dev85&Hie® ArehégenibitesG HYV *
actuelles vivent en association mutualiste avec des Glomales) ce qui indique un caractere
ancestral de cette association et constitue une préude O ftareeSdR Ues formes de vie dans

le développement de la vie sur Teffdg. 2). Les champignons ont par la suite aidé a la
colonisation de milieux soumis a des climats plus rudes ou plus variables par les végétaux, et
ont euxmémes colonisé toutes les nishkéeologiques terrestréSelosse2000).

On trouve également des champignonsapgomplissentWR XW OHXU F\FOH GH YLH
méme deplanteset TXH O YR Q T X Dh§tésl Lad eBdbph@éstars tres peétudiés, il

HVW D XM R X Uddfifile Xle sevQir-orel bEnéfice ils retirent de ce type de relatiosi,

cette relation tient ptdt du commensalisme ou du mutualisnBmns certains cas, un réle
bénéfique a clairement été mis en évidence, comme pour les champignagenrau
Neotyphodim qui sécrétent des alcaloglpermettantG § p O RdsJr@ddtds ravageurs de leur

plante hét€Arnold, 2007; Jiaet al.,2016)
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Figure2 FRORQQH VWUDWLJUDSKLTXH LQGLTXDQW OHV GD\

mutualistes entre champignons et organismes photosynthétiques en milieu terrestre.

/YKRUORJH PROpPFXODLUH SHUPHW GH GDWHU OfpPHUJHQFH
450 MIOLRQV G YD QQ [BEIdssd2@®OSWp GH
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Enfin, leschampignongeuvent étrgghytopathogenest entraing une perte de croissance ou

OD PRUW GH O 1&{dhampigpahp \pHytOpathogéenes revétent une importance
particuliere tant au niveau des dégatT XfLOV RFFDVLRQQHQW VXU OHV FX
menaces contre les cultures les phmurricieres +riz, blé et mais+ sont dues ades
FKDPSLJQRQV TXYHQ WDQW TXH PRGQqOHV G $pathygenésGH FKR
(Fig. 3, Deanet d., 2012.

Ces champignons phytopathogénes peuvent adoptande de vidiotrophe, nécrotrophe ou
hémibiotrophe Les champignondiotrophesrequiérentun organisme vivant pour compléter

leur cycle de viel O Q T HV W Osfi&atbiGdyiquéde ces champignome provoquer la mort

de leur plante héte, ni de déclencher des réactions de défense. A ceursegénomes
contiennentune plus grande proportiode génescodant des petites protéines sécrétées
considéréegomme des effecteurs pufaticf: 1ll.2.a8) par rapport a la proportion de genes
codantdesenzymes de dégradatiae la paroi végéta ouimpliqués dans la biosynthese de
métabolites secondair@samperet al.,2006; Nemriet al.,2014;Lo Prestiet al.,2015) Cette

F D W p J RiehtshbathdpBnes regroupe des champigappartenant par exemples aux ordres

des Pucciniales (rouilles), des Ustilagiales (charbons) okrysgphalegoidium).
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Figure 3: Quelques exemples de maladies de plasteausées par des champignons.

A : rouille du lin causée parlelampsora lini B : charbon du mais causé pistilago maydis

C : taches de rouille noire du blé provoquée Paccinia graminis D : pouriture grise sur
framboises causée pdotrytis cinerea E : pourriture blanche du touesol causée par
Sclerotinia sclerotiorun¥ : pyriculariose du riz causée pdagnaporthe oryzads : Fusariose
de la tomate causée gansarium oxysporurh sp. lycopersiciH : septoriose du blé causée par
Zymoseptoria tritici| : anthracnose de la mamng causée par une especeCiddietotrichum
Adapté d¢https://www7.inra.fr/hyp3/index.htrfd@t Dearet al.,(2012).
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/IHV FKDPSLJQRQV QpFURWURSKHYV SURYRTXHQW DFWLYHPH
GpYHORSSHQW VXU OHV WLVVXV QpFURVpVY $ FH WLWUH (
EDVpH VXU OTXWLOLVDWLRQ GH WRJ[L@dl¥ déligesedndedesP HV O\
tissus végétaux. Cependant, il est apparu récemment que les organismes nécrotrophes sont
également pourvus de facteurs de virulence permettant de manipuler finement les défenses de

O TK{W H pa& BxerRpte des petits ARN interfaéte(\Weiberget al.,2013) ou des molécules
présentant les mémes caractéristiques que les effecteurs putatifs des organismes biotrophes
(Guyon et al., 2014Botrytis cinerearesponsable de la poiture grisede plus de 1400 espéces
végeétales, est lehampignonQpFURWURSKH OH SOXV pWXGLp HW D\DQW
OHV FXOWXUHV O0ODLV FHWWH FDWpJRULH GYdedHniaWV SDW
sclerotiorum agent de la pourriture blanche de plus de 400 especeSpattiobolus
heterostophus qui infecte le mais.

Enfin, les organismes hémibiotrophes requiérent un hoéte vivant pour leur croissance végétative,
puis finissenpar provoquer la mort de cet héte afin de se reproduire sur ses tissus morts. Cette
stratégie étant intermédiairatee la biotrophie et la nécrotrophie, ces organismes possedent un
répertoire intermédiaire de toxines et enzymes lytiques, ces molécules étant souvent exprimées

a des stades tres précis du cycle de Meechampignon hémibiotrophle plus étudiéestM.

oryzae agentresponsablée la pyriculariose du rizla maladie la plusommageablée cette

céréale, dont certaineignéesont recemment été démontrées comme égaiement capables
GYLQIHFWHU OH EOp ODLV FHW RushriBbgvemid&tumehachpigndR X SH p J
pathogene du blé egbrincipale causade contaminationpar desmycotoxines,Fusarium
oxysporumqui infecte XQH F H QaapbdeQd¢ aBlfisenaraichéresZymoseptoria tritici

agent de la septoriose du blé, ou encwbetotrichunspp GRQW OH VSHFWUH G{K{W

guastitotalité des plantes cultivées.
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3. Une classification trop simpliste?

Comme beaucoup de modeles et généralisations en biologie, la classification des champignons

en fonction ddeur mode de vie est sujette @GpEDW HW SOXV TX{XQH FODVYV

immuable, doit étre vue comme un cadre simplifié de réflexion. En effet, la notion méme de

symbiose est difficile a définir de maniére consensuelle. De Bary définissait la symbiose comme

«une association dupie de deux étres vivants Mais dans le langage commun le terme de

symbiose a peu a peu commencé a désigner uniquement une association bénéfique pour les

deux partenaires (soit uniguement du mutualism®QV XQ FDV FRPPH GDQV OfL

parfois dificile de juger si une association est bénéfigu neutre pour un partenaire, rendant

floue la limite entre le commensalisme et le mutualifaelus, les molécules utilie® par les

champignongathogenes pour contourner les réactions de défense dmia pbnt parfois les

mémes que celles utilisés par wmmpignonsnutualistes pour mettre en place la symbiose
SK\WRDOH[LQHV JO XFRe® & \Bthornddd20E3N bbXdJ e «mesure ou le

partenaire fongique comme la plante accamatm certain type de ressource O D XWUH

partenaire certains auteurs parlent méme dparasitisme réciproque pour qualifier les

associations mycorhizienné&ntonovicset al.,2015) De méme, la classification des modes

de vie des organismes phytopajboes est sujette a de nombreux débats. La catégorie des

hémibiotrophes notamment pose le plus de problemes, car des agents pathogénes

WUDGLWLRQQHOOHPHQW UDQJpYVY GDQV FHWWH FDWpJRULH

comme des biotrophes ou decrotrophes selon le céSanchez/allet et al., 2015)Il a déja

pWp REVHUYp TXH GHV RUJDQLVPHV Héyairagpgarantidyy le® TD\DQ\V

plante hote, pouvait devenir pathogémsdorsque la plante est soumise a des conditions de

stress € ne parvient plus a limiter leur développemeriEchulz et Boyle, 2005) Cette

observation a mené au concept de continuum endophajtegeneaprophytéArnold, 2007;

Saikkoneret al.,1998) Ces différents modes de vie ne sdahcque des types extrémseet
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OH W\SH GILQWHUDFWLRQ UpHOOH HQWUH OD SODQWH HW
intermédiaire, voe varier au cours du temps ou en fonction des facteurs environnemdhtaux.

HVW pJDOHPHQW SRVVLEOH G RE¥ BEunYutublisid& ES Bfféty @e3H G X
V R X F Kedivhldetyphing champignorpathogene de diverses Poaceae, ont été trouvees en
association mutualiste avec des gramin&esttet Schardl, 1993)Il a également été évoque

gue les champignons mycorhizie@SR XUUDLHQW r'WUH GTDQFLHQV VDSURS
vers le mutualism@Martin et al.,2016) Ces especes fongiquesuvent G § D L @ddpiexud V

PRGH GH YLH VDSURSK\WH ORUVTX{H Qavét WYluy BUQWIinSdéL Y pHV

succesenf @ FWLRQ GH OHXU DUVHQDO GH JgQHV SHUPHWWDQW

. Le zig-zag des interactionsnoléculairesplante-pathogéene

Les plantes sont par nature incapables de bouger pour échapper a une parasicgvageur.

De plus, contrairem®@W DX[ DQLPDX[ HOOHYV eQimupiteveBuiRareHqpiwv SDV (
DVVXUHUDLW GHV UpDFWLRQV GH GpIHQVH j OfpFKHOOH G
HVVHQWLHOOHPHQW | ©KPFKIQGE@ & & ashyld dé Odextiond
OfDIJHQW 3sAudbeR POA@3HAuUsSs, un certain nombre de défenses préformées
permettent de stopper la plupart des infections de maniére physique (écorce, cuticule, paroi

YpJpWDOH« RX FKLPLTXH(GSKA&RDBoMFLaF,2ER)Q H V «
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Figure 4: le modéle en ZigZag des interactions moléculaires planteparasites

&H PRGqOH GH O YL led xogstitvepleYgpate\pHasedd La premiére phase consiste

en la reconnaissance par la plante de molécules trés cassgeséagents pathogenappelées
PathogerAssociated Molecular Patterns (PAMPS). Cette phase est qualifiée de PTI {PAMP
Triggered Immunity). Certains agents pathogéenes adaptés sont capables de contourner la PTI
HQ HPSOR\DQW XQH FODVVH GH BRRi€&priehkad:th\deixieb©phbse HV G
decemodéle OT(76 (IThyFane®RIlsceptibilityles plantes résistantes possédent des
SURWPLQHY GH UpVLVWDQFH 5 TXL UHFRQQD (BffsttdQW XQ HI
Triggeredimmunity) /fDJHQW STHMXKRYX@IBULPHU Of(7, YLD GLIIpUHC
HW UpWDEOLU Of(76 /D FRpYROXWLRQ HQWUH ©ddrse ODQWH
aux armement$ TXL SHXW LQGXLUH SOXVLHXUV F\FOHV GT(7,
/TDPSOLW X Goéhs@d¢ldefdogenbadtiées aux phases de PTI et ETI different, comme
LQGLTXp VXU OH JUDSKLTXH DYHF GHX[ VHXLOV SRXU OD PL
un agent pathogénes.

Adapté de Jones et Dangl (2006)
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Cependant certains agents pathQgdV DGDSWpV VRQW FDSDEOHV GDQV Ot
SODQWH K{WH GH FRQWRXUQHU FHV GpIHQVHV SUpIRUPpHYV
plante.6L OfRQ FRQVLGqUH OD TXDQWLWp SKpQRPpQDOH GTDJF}
en contact avec chaque plante, la pathologie apparait comme étant plutét une exception
SXLVTXTXQ QRPEUH WUqV OLPLWp GIDIJHQWYV SDWKRJqQHYV
infectieux. Par ailleurs, les plantes ont mis au point, au cours de leur de@vauec les
microorganismes, un ensemble de réactions de défense basées sur deux niveaux

G T L P P »xé&oh W pnodele du zgag théorisé par Jones@anglen 2006 (Fig. 4) : la PTI
(PAMP-7ULJJHUHG ,PPXQLW)\ -Frigge@d (Mmunity), KB IR hodalités

seront détaillées dans la suite de ce manuscrit.

1. La 3PAMP-Triggered Immunity “ (PTI)

/I MPWDEOLVVHPHQW GYXQH UpSRQVH LPPXQLWDLUH GH W\
molecules (PAMP - PathogerAssociated Molecular Patterns ou DAMPs - Damage

Associated Molecular PatternsLQGLTXDQW OD SUpVHQFH GTXQ SDUDVLW
PRR(PatteraRecognition Receptor) OD VLJQDOLVDWLRQ GH FHWWH UHFRC

UpDFWLRQV GH GpIHQVH SHUPHWWDQW GH VWRSSHU OfLQI}
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Figure 5: exemples de couples PAMP/PRR.

Les PRR(PatteraRecognition Receptogont degécepteursnembranaires de tygeeeptor

Like Proteins (RLP) ouReceptofLike Kinases (RLK) Ills comportent un domaine
transmembranair@®u une ancre GRglycosytphosphatidylinositglet un domaine Nerminal
extracellulaire responsable de la reconnaissance des PR3MRogerAssociated Molecular
Patterns Ce domaine Nerminal peut étre un domaine riche en leucine LRR (Leucine Rich
Repeat), ou encore udomaine LysM. Les RLK possédent également un domaine
intracellulaire a activité kinase impliqué dans la transduction du signal.

Adapté de Monaghan and Zip{@012)
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a. PAMPs et DAMPs, éliciteurs de la PTI

OrPH VYLO SDUYLH Qanieie Srefrmiés)de Ua [@aHty, un agent pathogene non
adapttvaWUH FRQIURQWp DX SUHPLHU ,QIPYIHDBPAMPsaaffdid® P X QLW
appelés MAMP(Microbe-Associated Molecular Pattejns/ont pouvoir étre reconnus par

O 1 K(Z\ el et Robatzek2010) Ces PAMPs correspondent a des molécules trés conservées

car essentielles pouO@ 1DJHQW @\aiw & RlJ, @@8) On peut citer la flagelline, les
OLSRSRO\WDFFKDULGHV R X-To tes ImEtEvi¢sxdbitiGeTie OcRagnpionsns R Q ()
oules glucanes des oomycetes. De plus, des composés endogénes de la plante sont libérés lors
GH OY{DWWDTXH GHV FHOOXOHV Y@Hp WHOMHM 8DID O BWHKQWR
oligogalacturonides sontlarguésuite a la dégradation de la parellglaire, des fragments de
FXWLQHV VRQW SURGXLWYV VXLWH j OfDFWLRQ GH FXWLQD\

terme de DAMPs ou alarminéSeonget Matzinger, 2004)

b. Lareconnaissance des PAMPs par les PRR

Les PAMPs sont reconnus via uinéeraction directe avec des récepteurs P&partenant a

la classe des Receptbike Proteins (RLP) ou des Receptoke Kinases (RLK) (Monaghan

et Zipfel, 2012). Tous les PRR caractérisés a ce jour sont des protéines membranaires
comportant un domaine-términal interagissant avec le PAMP correspondant, un domaine
transmembranaire giarfois un domaine &@erminal intracytoplasmique responsable de la
transduction du signal. La partie-trminale des PRR comporte généralement un motif
conserve, parmi lesgls on peut citer le domaine LysM contenant des motifs lysine, ou le

domaine LRR (Leucin®ich Repeat) (Toet al.,2009; Monaghan et Zipfel, 2012Fig. 5).
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ITPWXGH IRQFWLRQQHOOH GHV FRXSOHV 33%03V 355 D SHUP
les raactions de défense de la PTI. Le couple le plus étudié est celui constitué par le peptide
flg22, constituant de la flagelline bactérienne, et le récepteur correspondant FLSR. chez
thaliana(Boller et Felix, 2009) FLS2 est un PRR comprenant un domairefhinal de type

LRR et un domaine OVHUPLQDO D\DQW XQH DFWLYLWp VpULQH W
flg22/FLS2 entraine une hétérodimérisation de FLS2 avec un autre récepteur membranaire
LRR-RLK appelé BAK1(Segonzaet Zipfel, 2011) Cette dimérisatio est le déclencheur de
toutes les réactions de défense subséquentes, qui seront détaitiédes partieHl.1.c et

G %$. HVW XQ UpJXODWHXU FHQWUDO GH OfLPPXC
hétérodimeres avec la plupart des PRR caractérisés a ce jour, notamment avec les PRR
responsables de la reconnaissance ddFles lipopolysaccharides, du peptjlycane, de

O TpOLFLW LR kfesfiaps désHorotéines de chocs thermiques (€Hdck Proteinst

CSPs), des protéines de la famille NLP (Necrosis and ethiridoeing peptide 1 Like Proteins

+des PAMPs conservés chez les procaryotes comme €& BVRWHY HW G{XQ 3$03 |
identifié réecemment, RcCDIDerevninaet al.,2016; FranceDrozcoet al.,2017; Heeset al.,

2007)

ITLQGXFWLRQ GH OD 37, VXLWH j OD UHFRQQDLVVDQFH GTX
suite a une homodimérisaticB H FH 355 $LQVL AGHhlidhpAREERWIHNethg®
physiquement avec des oligoméres de chitine fongique longs de 7 a 8 résagéth\
JOXFRVDPLQH *OF1DF &HWWH UHFRQQDLVVDQFH HQWUD
permetdestransphasphorylations intermoléculaires indispensables a la transduction du signal
immunitaire(Miya et al.,2007) Il existe méme des cas de double homodimérisation puisque
chez le riz Qryza sativy, la chitine est détectée par la protéine OsCEBIP (une protéine

PHPEUDQDLUH DYHF DQFUH *3, HW GRPDLQH /\VO H[WUDFI
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complexe homodimérique va {#RrPH V{DVVRFLHU | X&N2NRRRWBLPqUH

RUWKR OR JXH (Sh§Ae&d52010)

Il est a noter que tous les PAMPs ne sont paswecopar toutes les plantes. Par exemple les

NLPs ne sont reconnus que par les dicotylédones, et ne déclenchent aucune mort cellulaire chez
les monocotylédonefutob et al.,2006) 'H PrPH OH IDFWHXU7% 1@ PHRWQWD W
reconnu que par les plantes ld famille des Brassicace@€unzeet al.,2004) Il semble que

la spécificité de reconnaissance PAMP/PRR soit un acquis de la coévolution de la plante et de

son agent pathogeéne.

c. Les voies de signalisatiGactivées lors de IBTI

'DQV OHV PLQXWHV TXL VXLYHQW OD UHFRQQDLVYDQFH Gf
défensesont déclenchégChinchillaet Boller, 2012; Fig. 6) 7RXW GIDERUG XQ GR?
G 7 L&IBW des ions Ca2+ enmnedans la celluleD O R WVimp&rfantlux de potassiunen
sort(Kudlaet al.,2010) La sortie desionsKa SRXU FRQVpTXHQFH LPPpGLDWH
GH OfDSRSODVPH OH UHQGDQW SO X\DdQrKdet¥ 8 cakiDrovaH U SR X
servir de messagesecondairepour activerdiverses voies de signalisation associées aux
réponses immunitaireka deuxiéme réaction immédiagstla production de ROS (Reactive

Oxygen Species) via les NADPH oxydases de la membrane plasmique, qui vont avoir trois
réles: OOJF WLY D W L R QoiBb¥edi€radidditd e ranScription associés aux défetsds

plante la stimulation de la fermeture des stomategyretH | IlHW WR[LTXH VXU OfYDJHC
(Suzukiet al.,2011) Enfin, plusieurs cascades de MAPK (Mitog&ssociated Protein Kinase)
impliquées dans les réponses immunitag@stactivees./D FDVFDGH GH VLJQDOLVD\
suit estresponsableGH OfDFWLYDWLRQ GH SOXVLHXUV I&DgEMWHXUV Gl
de défens€Zhanget Klessig, 2001) On peut citerds familles de facteurs de transcription

WRKY, TGA ou FRK1.
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Figure6 OHV UpDFWLRQV GH GpIlHQVH GpFOHQFKpHV SDU OfD

Suite a la perception de PAMP par des P[RRBtternRecognition Receptpiors de la PTI
(PAMP-Triggered Immunity, lestrois premiéres réactions sont un afflux important de calcium,

XQH SURGXFWLRQ GH 526 5HDFWLYH 2[\JHQ 6SHFLHV HW O
des MAPK (MitogerAssocLDWHG 3URWHLQ .LQDVH 6fHQVXLW XQH |
KRUPRQDOH OYPRRERETWRWHY®DMM.RQ GH SOXVLHXUV JqQHV
Schwessinger and Rong2i012)
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Suite a ces réactions qualsiPPpGLDWHYVY X Q H Q \Vidri3 B®©défe@sk BoniNrisesV UpD |
en place dans le cadre de la PTIR XW G, fals#&se de diverses hormones végeétales est
DFWLYpH GH PDQLqUH VLIJQLILFDWLYH /TpWK\OqQH (7 HVW
impliquée dans la PTI. Il estresponsate OfDFWLYDWLRQ GH SOXVLHXUV JqQF
de transcription, notamment celui activant la synthése de KB®Aatrot et al., 2010)
&EHSHQGDQW GHV pWXGHV SOXV UpFHQWHYV RQW GpPRQWUp
étaient égaleent impliqués de maniére importante dans la FIILQDFWLYDWLRQ GH J
ELRV\QWKqVH GH FHV KRUPRQHV UpGXLW JUDQGHPHQW OftF
EFR7X VXLWH | OA thQlibHapdr labartéadseudomonas syringafPieterseet al.,

2012)

Par ailleurs OTHQGRF\WRVH GHV 355 GpEXWH /H U{OH GH FHWW
PDLV LO HVW YUDLYVHPlno&aBide dektfocantrd| 18 1 PVIBecket fl.,

2012; Robatzek, 2007En effet, toutes les réactions de défense de laoRflun fort impact
QpJDWLI VXU OD FURLVVDQFH YpJpWDOH LO QTHVW SDV (
(Alcézaret al.,2011) On observe notamment que des plantes traitées avec des pikgizles

purifiés grandissent moins vite que des plantes non tr¢{EeeezGomezet Boller, 2002)

d. Les réactions de défenaetivées lors de IRTI

La phase finale de la PTbnsisteen la sécrétion focalisée de plusieurs types de molécules
destinéesalimWHU RX VWRSSHU OH GpYHO RS SndlRérties\weaiibnsO 1D JH C
SUpFRFHVY GH OD 37, FRQVLVWH HQ OTDFWLYDVse®RE., FRQMRL
2007) Ces genes de défense sont activés par des facteurs de transcroiftquss des voies

de défenses. Un méme géne de défense peut étre activé par la reconnaissance de plusieurs
3$03V /HV JqgQHV DFWLYpV FRPSUHQQHQW GHV JqOHV FRG

activation de la PTI), des génes de syntheése de protéingstieigs antimicrobiens, des clusters
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de biosynthese de métabolites secondaires ou des genes impliqués darétidan $6calisée

de la callos¢Wiseet al.,2007)

La classe de molécules la plpsoduite HQ FRQGLWLRQ GYLQIHFWLRQ HVW
PathogenesiRelated (PRjvanLoonet al.,2006) Cette classe compte 17 familles basées sur

leurs homologies de séquences et sur leurs propriétés antimicrobiennes. On trouve parmi les
protéines PR des diniases dégradant la paroi fongique, des inhibiteurs de protéases inhibant
OIDFWLYLWp GHV HQ]J\PHVY GH GpJUDGDWLRQ GH OD SDURL
Certaines famillesiblentspécifigiement uynW\SH GIDJHQW SDWKR bkp@kbn WDQGL
spectreG § D Fpud I& @. La protéine PR la plus étudié est RRR&puverte en 1970 dans les

fluides extracellulaires de tabac infe€isan Loonet Van Kammen, 1970)Elle a une forte

activité antimicrobienne, é¢ génequi la codeest couramrmnt utilisé comme géne marqueur

GHV UpDFWLRQV GH OD 37, WDQW LO HVW VXUH[SULPp HQ F
précoce et son implication importante dans les réactions de défensk,éRR jusqe

récemment la seule protéine PR pour laguél DXFXQ PRGH GYDFWLRQ, QMpWDL
une étude récente a pu mettre en évidence que les propriétés antimicrobiennek stnPR

liées asacapacitéinteragir physiquement avec des ergostérols de la membrane plasmique de

ONDJHQW S BWdused ded dbnAgESamiret al.,2017)

Des meétabolites secondaires sont également impliqgués dans les réactions de deésense.
meétabolites secondaires antimicrobiens les plus abondants dans le regne végétal et les plus
produits sont les phytoalexisequi peuvent étre des terpenes (Avénacne &H OJDYRLQH C
DOFDORWGHYV WRPDWLQH & thaliaby vviRdsPWdls (piBafime QuHddisP H G 1
(Bednarek, 2012)Les plantes de la famille des Brassicacatlesent notamment le systeme
myrosinaseglucosinolates pour repousser les insectasogper le développement de certains
FKDPSLJQRQV /HV JOXFRVLQRODWHYVY VRQW GHV PpWDEROL

DJO\FRQH GTXQH PROPpPFXOH. Gl myfase\seht lday e@§frleQa V X O I D W
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classe des glucoshlydrolasegqui vont cliver les formes de stockage des glucosinolates pour
obtenir divers composés répulsifs et antimocrobigeh®cyanates, isothiocyanates, nitrilles et

cyanoepithioalkane@alkier et Gershenzon, 2006)

/H GHUQLHU PR\HQ GH OXWWHU FRQWUH OfLQYDVLRQ GT1XQ
callose. La callose est un polymére de glucane qui est sécrété par la plante au niveau des sites
GILQIHFWLRQ DIL (paftie¢te piysioudubadetaH 2018)Qaiformation de dépbts

de callose est fréequemmeantilisée comme marqueurGH OfTLQG X HFWMLoR QesaH OD

suppression par des agents pathogenes adaptés.

2. 19 (7 6ourépression des réponses de défensar les effecteirs

Dans la deuxieme phase du modéle en zigzag, des effecteurs apoastigueplasmiques
répriment les réponses de défense induites par la PTI, et manipulent la structure ou les fonctions

de la cellule hote.

a) /D QRWLRQ GYHIIHFWHXU

Les agentpathogénes adaptés sont capables de contourner les réactions de défense de la PTI
HW GYLQIHFWHU OHXU SODQWH K{WH R&®@ittumemenivd&/ld SUHP |
37, VH IDLW SDU OH ELDLYVY GYXQH FODVVH GHOWRE@EFXOHV F
2010) 'DQV OH FDGUH G 1 X Qpdthagenddh appeléticdrt@ur e Droieddde
VpFUpWpH SDU OYDJHQW SDWKRJgQH HW LPSOLTXpH GDQV
IRQFWLRQ GH OD FHOO XOH et ania H00a) IFekt@ bdiebqRaNesD L Q V L
effecteurs ne sont pas utilisés que par les agents pathogenes, mais également par les
champignons mutualistesiycorhiziens(Kloppholz et al., 2011; Plettet al., 2011). Les

effecteurs correspondent la plupauttdmps a des petites protéines sécrésgesentiches en

cystéina (Oliva et al.,2010)
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/IHV HITHFWHXUV SHXYHQW DYRLU XQ PRGH GYDFWLRQ H[WL
végetales) ou intracellulaire (aprés entrée dans les cellules végétales). Cettelaardrée

cellule végétalpeut se faire de différentes maniéres selonleggleDIJHQW SADIW KR IJgQH
bactéries phytopathogenes utilisent le systeme de sécrétion de type 3 (Type 3 Secretian System
T3SS), une seringue moléculaire qunecte2 GLUHFWHPHQW OHV HIITHFWHXU\
cellule végétaléGalanet Collmer, 1999) 3RXU OHXU SDUW OHV QpPDWRGHYV
un organe en relation directe avec les glandes salivdiidd SHUPHW pJDOHPHQW Ol
deseffecteurs dans les celluleggétalegLambertet Bekal, 2002) Les agents pathogénes
filamenteux peuventparfois différencier des structurebyphales particuliéres appelées
KDXVWRULD TXL OHXU SHUPHWWHQW GH VpFUpWHU OHXUYV
interface trés étroite avec la cellule végét@dmenet Doehlemann, 2014)InfD FHSHQGD QW
SDV HQFRUH pWp GpPRQWUp WUqV FODLUHPHQW GH TXHOC
filamenteux sont par la suite internalisés dans les cellules végétales, et cette question est encore

sujete adébatgLo Prestiet Kahmann, 2017; Petet Kamoun, 2014)

b) Prédiction de répertoire& THITHFWHXUV IRQJLTXHYV

Le nombre de séquencages de génomes de champignons phytopathogenes, mais aussi
mutualistes ou saprophytes, a explosé au cours des années 2000, ce qui a permis des études de
génomique comparative de plus en plus poussées, ainsi que la constitution d& ekt

genescodantdes effecteurs putatifs.

Chez les oomycetes les effectepeuvent contenidivers domaines conserves, commg le

domaines CRN (Crinkler) retrouvé chez la plupart des oomycetes et présentant des signatures
GIH[SDQVLRQ GDQV OTRUGU ét ab, POI3RRXLRRQGRMS RO O SR U BA\M D F
guel acide aminéleucine- arginine)retrouve dans la séquence des effecterRRP\FqQWHV G X
genrePhytophtoraet HyaloperonospordJianget al.,2008) ou encore WY(Win et al.,2012)

La présence de ces domaines a grandement facilité la recherche de genes candidate{Raffaele
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al., 2010). Cependant ces domaines sont absent chez les effecteurs fongiques (ou fortement
dégénéreés). La recherche de germdantdes effecteurs putatifs a donc été plus compéqué

dans les génomes fongiques.

Plusieurs critéres ont donc été choisis pednercher ces genes. Typiquement les geodant

des effecteurs putatifs coderaient des petites protéines sécrétées grP®)une taille
généralement comprise en8@et 300 acides aminés, et souvent (mais pas toujours) riches en
cystéine. Ces genes gole plus souvent sous sélection positive, et ne possédent pas
GIKRPRORJXHYV FKH buzi§domraid&ddnse @ Bropart;l 2006)Enfin, les génes
codantFHV HIITHFWHXUV VRQW VXUH[SULPpV RX VSpFLILTXHPHC

peuexprimés en condition de culture axénique (Sperschneatlat.,2015 2017.
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Figure 7 OpWKRGHV GH YDOLGDWLRQ GH OD WUDQVORFDWLR

cellules végétales.

A : Immunocytolocalisation, dans des cellules de mais infectédd. paaydis GH OfHIIHFWH X
&PX WDJJp j OTKpPDJJOXWhRdne® plasmigue d& &mplante. pguaroi

végétale. pc cytoplasme de la plante. fcwparoi fongique. fc cytoplasme dngique. bi
LQWHUIDFH ELRWURSKH /1B Fiptééntdtiod HchéhmiigdeQdl ftest de— P
biotinylation in vivo proposé par Lo Prestit al (2017) Le champignon sécrete un effecteur
IXVLRQQp DYHF XQ WDJ $YL7DJ 6L OYfHIIHFWHXU HVW WUD (
OLIJDVH F\WRSODVPLTXH %LU$ Y Demhrée/gla3m@ue de Gaiplamted F W H X
fpom: membrane plasmiqu®ngique. fcw: paroi fongiqueC: ORFDOLVDWLRQ G{XQ
(fusionné au fluorochrome mCherry) Me oryzag(exprimant la GFP) dans des cellules de riz

HQ FRQGLWLRQ GILQIHFWLRQ /YHIIHFWHXU VH UHWURXYH
Complex; rouge IOgFKH EODQFKH HW GX QR\DX GH OD FHOOX
représente 2,5 um.

Adapté deDjameiet al (2011), Lo Prestet al (2017)et Khanget al (2010)
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c) Principaux guestionnements concernant les effecteurs et analyses mises en

place poury répondre.

4XH OHV HIIHFWHXUV VRLHQW EDFWpULHQV IRQJLTXHV G

guestions principales se posent.

X Les effecteurs agissentOV GDOQV OYJDSRSODVPH RX GDQV OD FHO

commentsontils transportés des la cellule?

Le motif conservé RXLRD ORQJWHPSV pWp FRQVLGpUp FRPPH LQGLVS
HITHFWHXUV GYRRP\FqQWHYV G [DQWetQ@lH 2008;H@l€eX &.H2@10y pJpW D O
Cependant une étude récente remet en cause ce role et suggere plutét une implication de ce
motif dans la sécrétion des effecte(Wigawra et al., 2017 Chez les effecteurs de champignons,

des motifs |KRxLR-like » ayant une séquence beaucoup plus dégéméreété trouvés, sans

TXH OHXU LPSOLFDWLRQ GDQV OfLPSRUWDWLRQ GHV HIIHF\
démontrédKale et al., 2010 Petreet Kamoun, 2014; Rafiqi et al., 2010)n motif Y/F/WxC

a été trouvé dans 35 effecteursBlggraminisainsi que che®P. graminis VDQV TX{XQ U{OH
la translocation ait été encore déd¢fBodfreyet al.,2010) De plus, il a été montré que la
PXWDWLRQ GH PRWLIV VLWXpV GDQVMXIQiHeropgdHeR&® K\G U
déclenchement de laaennaissance de cet effecteur par des lignées de tabac transgénique
exprimant le géene de résistarMgRafiqi et al.,2010; Veet al.,2013) Il est toujours débattu

GH VDYRLU VL OTHQWUpH GHV HIITHFWHXUV IRQtpdaeHY GDQ
motif ou grace a des propriétés physotomiques intrinseques aux effecteurs. Cependant, étant
GRQQp TXH SRXU EHDXFRXS GYfHIIHFWHXUV XQ PRGH GITDFW
leur internalisation a été démontrée par plusieurs expetatens indépendantes, il est
DXMRXUGYKXL DGPGWVI XMXHQFHWVEHRBRUW LBHIDIHQWY SDWKRJIQqQF

internalisés dans les cellules végétélaesPrestiet Kahmann, 2017)
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SOXVLHXUV pWXGHV RQW SHUPLV O dORIEEILIFSD/RGEtReE3 G T H I |
SHQGDQW OfLQIHFWLRQ &HV DQDO\WHV RQW pWp UpDOLVpPp
fusion effectewffluorochrome ou effectettag. /D WUDQVORFDWLRQ G{XQ HIIHFW
phytopathogene a pour la premiérasf@été mise en évidenc® YHF OfHIIHFWHXU 57
Uromyces fabae, qui a été localisé dans le noyau des cellules végétales par
LPPXQRF\WRORFDOLVDWLR Q(Kehign&RQ 20Dy IL B @gaemfén@iteH FW LR Q
GpPRQWUp TXH O THJI naywsHUsiOnn& A Xin t&gThémagglutinine (HA), est
LQWHUQDOLVp GDQV OHV FHOOXO(®jdméi ét ak,R0tY AigFAFRQGLWL
'HV H[SpULHQFHY VLPLODLUHV RQW pM pniRfth@@ptoadv&RodU O HII
internalisation dandes cellules végétaleRafigi et al., 2010) / fifecteur MiISSP7
champignommutualisteLacaria bicolora été localisé dans les cellules végétales en condition
GILQIHFWLRQ JUKFH j Of1XWLO [(RIdbt &t IR ZD1 T 715 QOWL RiBrQ 0 LMD
G1$YU7PRde L. maculansa été démontrée par plusieurs expériences indépendantes
(expression transitoire dans le tabac, test de translocation dans des racoieg eepression
transitoire par biolistique sur feuilles delza et translocation damles cellules de mammiferes
suiviede cytométrie en fluxjui, bien que sujettes a caution prises individuellement, confirment
collectivement que cet effectguresenteELHQ XQ PRGH GDFBlhRiéaut@QWUDFHO¢
2015) Récemment un test de translocation a été mis au poinUpoaydisafin de déterminer
si un effecteur est ou non internalisé dans les cellules végétales. Il consiste a exprimer, en
FROQGLWLRQ GILQIHFWLRQ GHV HIITHFWHXUEWL FWRKQ O/ jj XYL ¢
de la cellule végétale par ubtine ligase cytoplasmique 6L OfHIIHFWHXU HVW EL|
LQGLTXH TXYJLO D pWp LQW H U@QDRoektiepal DIF\FiTB).AEHD,0 XOH Y|
OH PRGgQOH GpWXEBBVHDQANW SHH BOKGIDFLOHPHQW OYLQWH
M. oryzae qui sécrete ses effecteurs de deux facons. Les effecteurs apoplastiques sont

accumués au niveauG H O { H [deéhyphegfimaireset sont sécrétés via le systeme de
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sécrétion coventionnel tandis que les effecteurs cytoplasmiques sont sedE¥sQLYHD X GT1XQ
structure particuliere appelée BIC (biotrophic interfacial complexun systeme de sécrétion

inédit (Giraldo et al.,2013) /fREVHUY D W LSS€rrédESolrl lelB FoVet-cEuplé a un
fluorochrome a permis de mettre en évidence leur translocation dans les cellules végétales
(Khanget al., 2010; Fig. 7C). Il a récemment étépéculéque des effecteurs dd. oryzae

permettent de contourner la machinerie cellulaitgétale DVVRFLpH j OTHQGRF\W
GPWRXUQDQW DLQVL DX EpQplLF H(@ivkia Gara \ale® DML VDWLR C

communication orale

Chez les oomycete8vanget al.,(2017) ontrécemmentmontré lasécrétiondes effecteurs de

P. infestanssemblait, tout comme celle des effecteursMleoryzae dépendante de deux
systemes de sécrétion distimct/ THIITHFW HesttOD RFBOLVp GDQV OYDSRSODVF
G 1L QI HFWseRéorgdtWihidé par la brefeldine A (BFA), un inhéait de la sécrétion

SDU OYDSSDUHLO GHPIOBD &kt lo¢distl ddrisVieHXi¢kéole en condition
GLQI|HFWEREGoNQTHVW SDV LQKLEpH SDU O Béctét)dselfad GL T XD Q

YLD XQ PpFDQLVPH GLIIpUHQW GH FHOOH GT(3,&

x Dansquel compartiment cellulaire agissent les effecteurs ?

Déterminer la localisation précise des effecteurs dans la cellule végétale peut apporter des
LQIRUPDWLRQV VXU OHXU PR G H-c&lydré Atk Rffgctelils darR FIEBSO LV DV
cellules végétas est généralement réakg@ar expression transitoire dans une plante modele

(le plus souvenNicotiana benthaminana GH OfHIIHFWHXU FRXSKemrejteXQ 10 XF
facon les effecteurdongiques ont pu étre trouvés dans divesspartiments cellulaires

QR\DX FKORURSODVWHV PLWRFKRQGULHV PHR&OdEDIQH SOD"
ainsi une idée de leur réle dans la cellule. Un effecteur localisé dans les chloroplastes pourrait

interférer avec la photosynthése, ortbl¥# OD V\QWKgVH GTDFLGH VDOLF\OLT X
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nucléaire pourrait modifier la transcription de génes de défelmeétude a moyen débit du
UpSHUWRLUH M. fai¢i-pbpuNnidaXmbNitrégde sur 20 effecteurs testés en expression
transibire dans le tabacl4 présentaient une localisation nuet8moplasmique (non
informative car la GFP libre présente la méme localisation), alors que 6 effecteurs présentaient
une localisation informative, dont 2 étaient retrouvés dans les chloropla8tdares le noyau
(Petreet al.,2015) Une étude similaire suk6 effecteurs deM. larici-populinaa été realisée

tres récemment paGermainet al (2018) mettant en évidence une localisation dans les
chloroplastes, les plasmodesmes et dans des corgslaytes pour trois de ces effecteuts.

PrPH W\SH G T pasuxdesieftép@&u3 dy/striiformisa révélé que sur les 16 effecteurs
étudiés, 7 présentaient une localisation informative, dont 3 dans le noyau, 2 dans les
chloroplastes et un au na des endomembranéBetreet al., 2016) En fin, sur les 82
effecteursde Phakopsora pachyrhizestés paQi et al(2017) 33 sont nucléeytoplasmiques,

16 sont également nuckbytoplasmiques mais avec une distibution cytoplasmique sous forme
de ponctuations, 12 sont strictement cytoplasmiques, 17 stictement nucléaires, et un effecteur

est localisé dans le nucléole.

X Quelles sont les protéines végétales ciblées par les effe@teurs

/IHV SULQFLSDOHV WHFKQLTXHYV XWLOLVpHV SRXridEHQWLIL
dans la levurésaccharomyces cerivisiag le pulkdown. Ainsi, Mukhtar et al., (2011 ont
conVWLWXp XQ Up VHIDXWAINH Q WALRH) 6%t de effecteurs d& syringae

(30) et Hyaloperonospora arabidopsidi€b3) par doublénybride. lls ont montré que des
effecteurs de deux agents pathogenes tres éloignés phylogénétiquemedrdactene et un

oomyceéte) interagissaient avecnombreréduit de cibles végétales, dont des cibles communes,
chezA. thaliana De cette étude a émergé le concepikdteb», selon lequel, suite & une
convergence évolutive, les effecteurs de tous les mmas phytopathogénes cibleraient un

nombre limité de protéines végétal®dus récemment une étude a démonué plusieurs
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effecteus deP. syringaegtaientFDSDEOH GLQKLEHU VSpFLILTXHPHQW O
des expériences de pulbwn ont permis de trouver parmi les cibles potentie(le§ X @elG H
effecteus(HopM1l) SURWPLQHV DVVRFLpHV DX SURWpPDVRPH HW ¢
(Ustiinet al.,2016). Cela signifie que, alela du conceptak hub» au niveau moléculaire, un

systeme cellulaire entier (dans ce cas le protéasome) peut étre considéré comme un hub et étre

ciblé a de nombreuseeprises par un ou plusieurs effecteurs.

Lepull-down TXL FRQVLVWH j LPPXQRSUpFLSLWHU XQH SURWDPpPLC
GILGHQWLILHU V HyueSdDagaermenDdtd tilgé SduRiuper des interactants a

G HV HIIH BdertsXpbwopatifogenéBenningtonet al., 2016; Petreet al., 2015, 2016;

Ustiinet al.,2016) Tout comme le doubllybride, cette technique induit beaucoup de bruit de

fond sous la forme de faux positifs, et certains de ces faux positifs sont fréequemment retrouvés
dans les différents criblegant dongéleur tres forte exgession odeur tendance a interagir de

maniére norspécifique avec plusieurs protéinéBetreet al., 2015. A ce titre, ORUVTX X QH
méme cible potentielle est retrouvé dans plusieurs cribles dhybtede ou puldown, il

devient difficile de faire la différence entne faux positif et un possible hub.

X 4XHOOH HVW OYLPSOLEDWLRQ GHV RIIHFWHXUV GDQV O

'H VLPSOHVY WHVWYV GH SDWKRJpQLH VXU SODQWH DYHF XQ
un effecteur devrait en théorguffire a répondre a cette questidansi, leseffecteus AvrLm1

et AvrLm4-7 ont un effet quantitatif sur le pouvoir pathogeneldenaculans (Huanget al.,

2006, 2010)de mrP H AWZl Avr3 et Six5 sur celui d&. oxysporumHoutermanet al.,

2009; Maet al.,2015; Repet al.,2005) Cependant, du fades granddJ pSHUWRLUHYV G HII]
des agents pathogenes filamenteux, des phénomenes de redondance fonctionnelle empéchent
parfois GIREVHUYHU XQ HIITHW T XdD QeNaLduréxr€3sion diés @ffebiguxsH Q F H

FRPPH FHOD D pWp REVHUYp SRXibi Qdndridddt W.;2X0) $neU/  GH
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alternative consiste a exprimer ces effecteurs dans une plante médetieal{ang N.
benthamianax HW j FKHUFKHU @$sdtiéSiK OJRINS S H LasleReQteu H
GLIIpUHQFH GH VHQVLELOLWp j GLIIpUHQWYV [PelQaWYV SDWK

2014; Germainet al, 2018; Qi et al, 2017.

d LaQRWLRQ GTHIIHFWHMtuaXt® H GpOLPLWDWLRQ

&RPPH WRXV OHV FRQFHSWYV JpQpUDXtea @i2usBiphLQLWLRQ G+

8Q HIIHFWHXU D GYDERUG pWp GplLQL FRPPH XQH SURWTfr¢
pathogene dans la cellule végétale pour contourner les défenses deddJplaed et Dangl,

2006) Or cette définition edfiscutablesur tous les points. Il existe des effecteurs de nature
nonprotéiguecommedesmeétabolites secondairé€ollemareet Lebrun, 2011)pu despetits

ARN (Weiberg et al., 2013) De plus, leseffecteurs ne sont pas utilisés que par les
microorganismes (mais aussi par les nématpiessvan den Akkeet Birch, 2016 +ou par

certains insectesRodriguez eBos, 2012 ni que par les agents pathogénes (mais aussi par les
mutualistes Plettet Martin, 2015 8Q HIIHFWHXU QfHVW SDV WRXMRXUV
végétalemaispeut avoir un role extracellulaire (effecteurs apoplastig@gerschneidest al,

2015. Enfin un effecteur ne contourne pas toujours les réactions de défensgentadsissi

perturbey de facon plus générali, structure ou la fonction de la cellule végét@lmsi des

effecteurs TAL sont impliqgués dans la nutrition des bactéries pathogenes qui les
sécrétent(Bogdanoveet al, 2010. Onenarriveainsia une défiition de plus en plus largée

OD QRWLR Q: db fippElletfastddixxttlte molécule sécrétée par un agent pathogene ou

mutualisteDX PRPHQW GH OYLQIHFWLR cldaiBaov de sh iaxté/ndeH IDFLO

Les critéres utilisés pour rechercher des genes codant des effecteurs putatifs dans les génomes
sont ausssujets a discussioMéme si la majorité des effecteurs sont des petites protéines de
moins de 300 acides aminés, certains peuvent avoir une tasgléngportante. Le contenu en

F\VWpPpLQH QYHVW SDV QRQ SOXV XQ DUJXPHQW WRXMRXUYV
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cystéine ont été identifiés. La surexpressioplantapeut également étre trompeuse selon la
cinétique considérée. Par exemple cheéz D V F R B.\ mgaMahs une premiere vague
GYHIIHFWHXUV HVW ELHQ H[SULPpH GXUDQW OHV SKDVHV S
TXH GH FHWWH SKDVH QIDXUDLW SDV SHUPLV GH GpFRXYUL
durant la colonisatiorsystémique de la tig€Gervaiset al., 2016) /TH[LVWHQFH GH YD.
GYH[SUHVVLRQ GTHIIHFWHXUV D pJD0ai&-populihagDvme®isY HQ pY
et al.,2011)ou Colletotrichum higginsianum 2 1 & R QeQalH,20M02) Enfin, le critére promnat

TXTIXQ HITHFWHXU QH GRLW SDV DYRLU GfKRPRORJXHV QL C
mesure que nos connaissances sur les effecteurs progressent, les bases de données se
remplissent avec de plus en plus de séquences de gutaddes effeteurs, accroissant les
FKDQFHY GH WURXYHU GHV KR P RO rRtiox\HahsiziBs@&heS §odaowW UH V
des effecteurs che¥enturia inaequaliset Venturia pirina présentant des homologies de
séquence avec le geAgrLm6delL. maculangShiller et al.,2015) codant luiméme pour un
effecteurn(Fudalet al.,2007. 'H PrPH O HIIHF® HXlpdssede Gektimologues

chez plusieurs champignons phytopathogédesgeet Thomma, 2009)

Encore une fois, tout comme pour les difficultés de classification des champignons évoquées
dans la partidl.3, il FRQYLHQW GH JDUGHU j OfHVSULW TXH OD Gpl
définition claire et inébranlable, mais plutét un cadre de réReQ TXL SHUPHW GfpWX:
classe de molécules ayant de toute évidence des similarités de fonction dans un contexte

comparable.

e) ORGH GI1DFWLR ® IGHHF WAdeQsAstBIFenes filamenteux.

Les génomes bactériersont plus petits que ceux deshampignons, et les répertoires
GTHITHFWHXUV E D FWpdlguék@ivaied de\gebgs Gadanitwies effecteurs putatifs
contre plusieurs centaines pour les champigii®®8 pourU. maydis 440 pourZ. tritici, 650

pourL. maculans1200 pouiM. larici-populina; Duplessiset al, 2011; Goodwiret d., 2011;
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Kamperet al, 2006; Rouxekt al, 2011). Lesprocessugellulaires et les protéines végétales

ciblés par les effecteurs bactérismtdoncbeaucoup mieux connus que ceux ciblés par les
effedeurs fongiquesAinsi chez P. syringae on trouve des effecteurs impliqués dans la
suppression des défenses immunitaires via la perturbation des voies de signalisation ou de
OYH[SUHVYVLR®dJ&Sdiie, dmafidesiculairede OD VI\QWKqVID G BLG MH «
(Block et Alfano, 2011) AX FRXUV GHV GHUQLqUHV DQQpHV SOXVLH

déterminés pour des effecteUBTDIJHQWY SDWKRJGPRHYV ILODPHQWHX]

Figure8 H[HPSOHV GH PRGHV GIDFWLRQ FRQQXV SRXU GHV H

/IHV HIITHFWHXUV IRQJLTXHV SHXYHQW DJLU GDQV OfYDSRSC
FKLWLQDVHYV YpJpWDOHYV $YU RX FRQWUH OD UHFRQQDLWV
protéases vegeétales (Avr2, Toml), ou dans la cellule végétale ainilaotamment perturber

la balance hormonale de la cellule végétale (Cmul, MiSSP7), perturber la photosynthése dans

les chloroplastes (ToxA) ou modifier la transcription de génes impliqués dans les voies de
GplHQVH 0L663 « $GDSMIRGH /R 3UHVWL
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i Interaction aveda chitine

Lachitine estle PAMRongiqueOH SOXV FRQQX ,0 V INDaceWglEkhsaQinB RO\P q L
constituant la plus grosse partie gesois fongiquesLes plantes sécrétent un grand nombre
GIfHQ]J\PHV GH GpJUDGDWLRQ ORUVTXH OHV UpSRQVHV LPPX
chitinasesPlusieurseffecteurs fongiques posséde un domaine LysM, qui est impliqué dans la
liaisonala chitine.Ce domaine a ét& f{DER UG GO N H LW FRKHE UulBum(/anG H

Esseet al., 2007) Depuis la découverte de ce domaine, des recherches par homologie de
séquences ont mis en évidenkee présence Geffecteurs LysM dans le sécrétome des
champignons pytopathogenes?2 chez les Ustilagomyceétes, 11 chez les Leotiomyceétes, 32
FKH] OHV 'RWKLGHRP\FqWHYV RIOhtEeT hbMnGRA0@DHe® P \F q W H'
cter QRWDPPHQW O TH ICHEHWRBME quESH1 d& M. oryzae(Mentlak et al.,

2012)

Deuxréles distincts ont été mis en évidence pour ces effecteurs a domaine ugsidle de

protection de la chitine fongique contre les chitinases de la pktnia réle de masquage des
IUDJPHQWY GH FKLWLQH UH O bagebXd¢netaleX M H F &/ HIXFOWQ R @ @ X\X
ayant un roledans la protection de la chitine contre ces chitinase#vr4, exprimé par le
champignon pathogéne de la tom@adosporiumfulvum (van den Burget al., 2006). I
LQWHUDJLW GH PDQLqQUH WUQqV VSpFLILTXH DYHF OHV SRO\
ORQJ HW LQKLEH OYDFWLYBWR ®@BDVVEKKMWWH. G DV KW Urhh\J pAv DHORH
semblable ont été identifiés, comme les effecteurs MglLgsMVIg3LysM deZ. tritici

(Marshallet al.,2011) ou plus récemment SnTox1 Benodorun(Liu et al.,2016) De méme,
OfHIITHFWHXU OPRS®QXXpFERDQOX OH PDVTXDJH GHV IUDJPHQW
soient pas reconnus par les PRR correspon@amis déclenchent pas de REL un effecteur

de C. fulvum Ecp6 (de Jongeet al., 2010) Mais plus récemment il a été démontré que

OTHIIHFWH KUorgzacpréséritda méme fonctionMentlak et al., 2012) Ces deux
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effecteuranhibentcompétitivement le récepteur CERK1 et une chkalinitor binding protein

(CEBIP)par interaction directe.

ii. Inhibition de protéases végétales

/I TDSRSODVPH HVW XQ PLOLHX ULFKH HQ HQ]J\PHV GH GpJUL
colonisation par deagents pathogenes apoplastiqueéss derniers ont de leur c6té a leur
GLVSRVLWLRQ WR XWscaQubizs/§/ IHQUHKOLE B\ HFIHN FSWUHRW ARSI HY H[WU
[THITHFW H X3Jfubvrante@sgit avec de nombreuses protéases de tomategied Rcr3,

Pipl ou encore Cl4van Esseet al., 2008) Cet effecteurjoue un réle important dana

pathogénie deC. fulvum: O L Q D F VAAYRD &xittaih@une diminution quantitativelu

pouvoir pathogéne d€. fulvum 'H S O eXpres3ifin stableGMVR2 dans des lignées

transgénique GA thalianarend ces plantgdussensibles 8. cinereaet Verticilium dahliae

Les effecteurs inhibiteurs de protéases végétales ont été trés bien caractérise§ éheé&zP \F g W H

P. infestans On peut citer Avrblb2, qui edbcalisé au niveau des haustoria et empéche la
sécrétion de la protéase C14, compromettant ainsi les réactions de défense associées a cette
SURWpDVH /HV HIIHFWHXUV (3,& HW (3,& % FLEOHQW pJDO|
une cible conservégt vraisemblablement importante) des effecteurB.dafestangSonget

al.,,2009) 'TfDXWUH SDUW de3HiX¢standiblénviai? athoyenesiRelatedProtein

7 (PR7) PR69B (une endoprotéinas®&PI1 et EPI10, deux inhibiteurs de protéasedade

famille Kazal, qui interagissent physiquement avec P69B et inhibent spécifiguement son

activité protéaséTianet al.,2004, 2005)

iii. Interférence avec les voies de signalisationles réponsede

défense induites lors da PTI

Plusieurs effecteursont connus pour empécherdéclenchement de 1, mais la fagon dont
LOV LQKLEHQW OD 37, Q 1.H&/pauvermd SuppRroeF la PH enwhtdrfRrenQaxed

les voies de signalisation y menant, ou en supprimant directement les réponsde$id€da
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type GH PRGH GIMDHAVWHRMHXU D pWp EHDXFRXS GpFULW GDQV
encore trés peu de systemes similaires ont été mis en évidence chez les agents pathogénes

filamenteux.

SOXVLHXUV HIIHFWH X U Phy®fiiitovapertatdant Girkctenheqt Ueld voies de
signalisationimpliquant desMAPK. PexRD2 deP. infestansinteragit directement avec le

domaine kinase de la kinase MAPKKKKing et al.,2014) Cette kinase est impliquée dans le
déclenchement de la mort cellulaire associée aux réactions de défense. Les effecteurs
Avh238797%et Avh331 deP. sojaenterférent également avés cascades de signalisation des

MAPK, et Avh331 est i@me capable de ®aLQXHU OTH[SUHVVLRQ GH FHUWDLC

GH IRUWHPHQW LPSDFWHU OH GpS{WCBeHyE 8.20RVH HQ FRQG

La production de ROS est égalemempuocessus qui peut étre ciblé par les effecteurs. Trois
effecteurs deP. sojage PSCRN63, PsSCRN115 et PsCRN70, dimimusignificativementla
SURGXFWLRQ GH 526 HQ FPKRNBERWArReQt éb tiblant HiFedidneQ les

catalases végétales et en perturbant leur produ®iajputet al.,2014; Zhanget al.,2015)

Récemmentdes interactions physiques ont gtisesen évidence entre plusiedoxines hoéte
spécifiqguede Parastagonospora nodorurtagentpathogene du bjéet des protéines PR1. La

toxine hétespécifique ToxA interagit spécifiguement aveprotéine PR45 dimériquedu blé
(Luetal.,2014) L TL QW HéhDeFMXKARIPIPRDE HVW WUQV VSpFLepdsXsurSXLVTX
GHX[ DFLGHV DPLQpV FUXFLDX[ HW QYD a&Weéecetsdie dofHF G D
OIDFWLYLWp QpRURWHTFXWH Rblest@ah$A lui 6 protéines PR1 différentes

(il en existe23 chez le blé) avec des affinités différer{@eenet al.,2016)
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iv. Interférence avec le métabolisme hormonal

Les hormones végétales jouent un rble prépondérant dans lesreaidi défense et leur
signalisation.Plusieurseffecteurs ont étéécrits comme ciblant le métabolisme hormeonal

QRWDPPHQW OHV YRLHV GH OYDFLGH VDOLF\OLTXH GX PpW

$LQVL HITHFWHXUV IRQJLTXHYV did® vdli¢ylidpelbbt @td&/idenyifldss OD Y F
Vdiscl est un effecteuayant un effet quantitatif sur lpouvoir pathogéne d¥erticilium

dahliae Son expression transitoire dahs benthamianarend la plante plus sensible a
Phytophtora capsicHW GLPLQXH VLJQLILFDWLYHPHQW OHV QLYHDX]
feuille. VdIscl est responsable dO {K\GUROWHGHMWDGDWLRQ GH OfLVRI
SUpFXUVHXU GH OD YRLH GH ELRV\QWKgVH GH OfYDFLGH V
réserves de précurseur disponible pddiD VA\QWKgVH G DlLes &., 2040 UF\OLTXH
systeme similaire a étiéentifié chezU. maydis R+ O T H I IGiriaW\pkeE3ebteune activité
chrorismate mutase estimpliqué dans la dégradation du chrorismatedutte précurseute

OTDFLGH VYén@rephetdidbiakteiet al.,2011)

/IH VHXO H[HPSOH FRQQX GYHIIHFWHXU IRQJLTXH FLEODQ
MDVPRQLTXH QTHVW Sdampkanphyidpatiwgenel masH mycorhizien
MiSSP7un effecteur d&. bicolor, interagit physiquement avecprotine PtJAZ6 de la famille
desprotéines$= GHV LQKLELW H Xadide j@shho@idueVCeptd\irKegactibn@Hysique

permet a MiSSPde stabiliser PtJAZ6 et ainde diminuer les niveauxc {DFLGH MDVPRQLT

de faciliter la colonisation des racines pabicolor (Plettet al.,2014)

(QILQ OfYHIIHFRVgarsditica6 H WWMXUEH OYDFFXPXODWLRQ GH OfD>
GHV UDAK.lthHalldha Gefa a pour conséquence, outre une altération de la morphologie des
UDFLQHV SUHQDQW OD IRUPH QRWDPPHQW GT1XQ GplIDXW
augmentation de la sensibilité®aparasiticades plantes transgéniques exprimant cet effecteur

(Evangelistiet al.,2013)
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v. Interférence avec les ubiquitines ligases E3

ITXELTXLWLQH HVW XQ SHSWLGH WUqV FRQVHUYp FKH] OH
protéines qui doivent étre dégradées par la machinerie cellulaire. Ce peptide est corgugué a s
cible par une ubiquitine ligase E3, et sert de balise de reconnaissance pour le protéasome 26S
qui dégrade cette cible (Vierstra, 2008ne étude récente a démontré que le systeme du
protéasome pourrait étre une cible courante des effecteurs bac(érstinset al., 2016) |l
DSSDUDLW TXH OHV HIIHFWHXUV GY{DJHQWY SDWKRJgQHV |

crucial pour le turrover des protéines de la cellule.

/THITHFWH X UP.$iMéstaDsir@ibe la mort cellulareSURYRTXpH SDddPOfpOLFL
infestansINF1 HQ LQWHUDJLVVDQW SK\VLTXHPHQW DYHF OfYXEL"
interaction empéche la dégradation de CMPGL1 et perturbe la voie de signalisation subséquente

menantaux réactions de la PTI atla mort cellulairéBoset al.,2010)

Plus récemment une interaction avec une ubiquitine ligase a également été démontrée pour
OfHIIHFW HXéM.$ovyizae AyrPizt cible APIP6 (AvrPizt Interacting Protein 6), une
ubiquitine ligase E3, et supprime son activifde plus, AvrPizt subi lurméme une
ubiquitination par APIP6 erdinant sa dégradation par le protéasofies suppressios
permdtenta M. oryzaede contourner les défenses basales du riz, notamment la PTI déclenchée

par la reconnaissance de la chitiRarket al.,2012)
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Figure 9: Les principales classes de protéines de résistance aux champignons.

Les protéines de résistance peuvent étre membranaires comme les RekepRipteins
(RLP) ou les Receptdrike Kinases (RLK), ou cytoplasmiques comme les Nucledtidding
Leucinerich Repeat proteins (NLR). Les domainegekminaux des NLR sont généralement
de deux types Toll-Interleukin Receptor (TIR) ou Coile@oil (CC). LRR: Leucineriche
Repeat. NBS NucleotideBinding Site. Apa apoplasme. PMmembrane plasique. Cyto:

cytoplasme.
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3. /(I HFW&e&ed Immunity (ETI)

Les travaux de Flor sur la rouille du lin ont mis en évidence que les plantes résistantes étaient
FDSDEOHV GH UpVLVWHU j OTLQIHFWERQDQ O DUQWGRBRIHGELVD LS
interaction géngourgénetres spécifigugFlor, 1971) Selon ce modele, des effecteurs de
OfDIJHQW SDWKRJgQH VRQW UHFRQQXV SDU GHV SURWPLQH
UHFRQQDLVVDQFH GH FHW HIIHFWH XU itd gppéldd MEXfdct®rQ G H X[ L
7TULJIJHUHG ,PPXQLW\ /I fTHITHFWHXU UHFRQQX HVW DORUV
reconnaissance entraine tout un ensemble de réactions de défats@lus souvenine mort

cellulaire localisée appelé&éaction hypemnsible (HR hypersensitiveesponse HW OTDUUrwW
la colonisatiorde la planteSDU OfDJHQW SDWKRJgQH &RQWUDLUHPHQ\

SOXVLHXUV SODQW H¥yl@Sne@ue r® H( 7,U R X B ébpiflyRen \ S H

a) Les protéinesle résistance

La reconnaissance des effecteurs sddgilus souvenpar le biais dedeux types de protéines

de résistance des récepteurs membranaires de type RLP ou ,RéKdes protéines
cytoplasmiquedNucléotidebinding/Leucine Rich repeat (NLRE.es derniéregontiennent un

domaine Gterminal de type LeucinRich Repeat (LRR), un domaine NucleotBmding

(NB) central, et urdomaire N-terminalqui peut majoritairement étre de deux typésll-

Interleukin Recptor (TIR, tres semblables aux protéines fike LPSOLTXpHYVY GDQV OfLI
innée des mammiféresou CoiledCoil (CC), les protéines TIR étant restreintes aux
dicotylédones alors que les CC se retrouvent également chez les monocoty(€dkkeset

Goverse, 2012Fig. 9). Les genegsodantdes NLR sonpolymorphes et en expansion dans les

génomes de plantes (plusieurs centaines de NLR par géfianebpet al.,2013)
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Figure 10: Les différents modéles de reconnaissance des effecteurs par les protéines de

résistance.

A : modele liganerécepteur. La  RWpLQH GH UpV Leff§etBud énHinteragissa@ Q D L W
physiqguement avec IUB : modéle de garde. La protéine de résistance détecte une modification
GDQV OD FLEOH GTXQ HIIHFWHXU FH TXInd@¢ld-dD keQriekKkH OHV U
(decoy. La protéine de résistance détecte des modifications dans une protéine leurre qui imite

OD FLEOH GH OYHIIHFWHXU &RQWUDLUHPHQW DX PRGQqOH
UpVLVWDQFH OD SURWPLQH OHXUUH RIHQW SDWOKR S P& HX XL
QYHVW SDV LPSOLTXpH GDQW:@nddélelp RE YIQRNDH/I GBS HEH/FH
leurre est directement intégré dans la protéine de résistance, qui interagit directement avec
OfHIITHFWHXU $GDSW p2@8) et Zeda@i@l (20MY HD X[
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La reconnaissance des effecteurs pamplegéines de résistangeut se faire via différents
domaines selon le couple considéré. Beaucouproigines de résistanceconnaissent leur
effecteur correspondant vie domaineLRR, qui constitue la partie hypervariable de la
SURWPLQH &THVW SDU HI[H @i8;ahbudttl. 200y, |6 purdit ded WR3 L |
NLR du lin reconnaissam. lini (Ellis et al.,2007)et MLA10 (orge; Shenet al.,2007). Mais
parfois cfHVW OH GRP;Ra@knhetd&., 26098 ou TIR, ou méme un autre domaine
particulier (domaine HMA de Pikk et RGAS: Cesariet al., 2013; Kanzakiet al.,2012 qui
UHF R Q Q D L VouGdhldtivitdDé/ iHéxnd la transduction du isadj entrainantds réactions

de défense peut étre assuré par le domaine NB: (Rardanet al., 2008, TIR (L6,

RPS4;Bernouxet al.,2011; Swidersket al.,2009) ou CC (MLA10: Maekawaet al.,2011).

b) Modéles de reconnaissance des effecteurs

Quatremodeles ont émergé expliquant la facon dont les protéimedsistancesconnaissent

les effecteurgFig. 10).

Le premier modelé avoir été proposést le modéle ligandécepteunu eliciteurrecepteuyr

GDQV OHTXHO OfHIIHFWH X Ua praténel deDesist@nd@dtankbFtatdIPHQW DY
2010; Doddset al., 2006; Jiaet al., 2000; Keen, 1990; Steinbrennet al.,2015) & THVW OH
PRGqOH TXL VIDFFRUGH OH PLHX[ DYeélLFgddditeFROQIFIHSH G ILQ
par Flor, et cela estfeicivement observé entre les effecteuldini AvrP1, AvrP2 AvrP3,

AvrP4, AvrM et AvrL567 et les protéines de résistande lin P1, P2, P3, P, M, L5, L6 et L7
(Catanzaritiet al.,2010; Doddset al.,2006) On peut également citefH[HPSOH Gde$ YU 3L WI
M. oryzaeTXL D pWp OH SUHPLHU HITHFWHXU GRQW OYLQWHUDF

(Pita) a ete demontedJiaet al.,2000)
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Le modele ligandgécepteur ne permet cependant &§ H [ S @animeHtBvec un répertoire

de protéines d&UpVLVWDQFH OLPLWp OHV SODQWHV SHXIYHQW G
QRPEUH GYDJHQWDNQSDWK PPR®IHOMH GH JDU Gavec OrfeHcidliel FW H X U
végétale et la modifie/ fLQWHUDFWLRQ DY Haltéerattomesy tetdetépaditheR X VR Q
protéine de résistan¢®anglet Jones, 2001) & fHVW SDU HJH®BHDIHHEG W HFOW $Y U
C. fulvum qui cible lacystéineprotéasede la famille des papaiike Rar G D @8pace
HIWUDFHOOXODLUH DILQ GTLQKLE i3 egtRI€edée Yat M prdtgne /D P R (
GH UpVLVWDQFH &I TXL(LGzafcd¢iresEtat, 2D1@)R UMHHIRBOH OH SO
connu et le plus étudidlustrant le modele de garde est celui constifpg RIN4 (RPM1

Interacting protein 4), cib&par 3 effeteurs deP. syringae AvrRpm1, AvrRpt2 et AvrB.

5,1 HVW FRQVWLWXWLYHPHQW DV \ARtRdligndRRY1&tRR®2pleQHYV GH
clivage de RIN4 par AvrRpt2 active RPS2 (qui était précédemment maintenu dans un état
inactif par RIN4)(Kim et al., 2002) et la fiosphorylation de RIN4 par AvrRpm1 ou AvrB
HQWUDVQH O 1D FWNMatkeWet BRIQ20G3H Lé 3nddele de garde expligansi

comment une plante peut reconnaitre plusieurs effecteurs avec un nombre limité de protéines

de résistance.

Lorsque le modéle de garde a ptéposé OTK\SRWKqgqVH GH EDVH pWDLW TXF
LQGLVSHQVDEOH j OfYDFWLYLWp HIITHFWU L pddvait @od d&6HS XLV
nombreuses ciblgsan der Hoorret Kamoun, 2008)Dansle modéledu leurre (ou «lecoy»),

OD FLEOH GH O 1 Hun w#& WteractandpfitHe\ciMage[pat un effecteur faciliterait
OTLQIHPWLRQXQ OHXUUH LQDFWLI 7RXW FRPPH GDQV OH
OTHIITHFWH XlbleD ¥dd detégpHES DU XQH SURWPLQH GH WawLVWDQF
der HoornretKamoun, 2008) 2Q S HXW F L W HPtd, D4 kinalddRe Sonater@dragissant

avec les effecteurs d®. syringae $YU3WR HW $YU3SWR% J/TDEVHQFH G

AvrPto/AvrPtoB et PR QTHQWUDVQH DXFXQ GpIDXW GH YLUXOHQFH (
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3WR Q THWWhtieS bibe Odxe®effecteurs mais un leurre dont la reconnaissance entraine

des réactions de défenge mémeyander Hoorn et Kamou(2008)suggerent que la cystéine
SURWpDVH 5FU QfHVW SDV OD YUDLH FLEOH GT$YU TXL L
extracellulaires et inhibe leur activité, notamment Pipl, qui est trés proche de Rcr¥) Red3/ W

pas accumukta des niveaux compaBaROHYV | 3LS GXUDQW OfLQIHFWLRQ H
sensibilité eC. fuvum QTHVW REVHUY pH dd@yaydeHdesS ligeasd/ traRIganidilg's
QTH[SULP D Q ixézval 520Q0; Shabalet al.,2008) Il a été suggéré que Rcr3 ne

seraiten DLW TX{XQ GHFR\ HW TXH GdnitPipl(lav D BddrnEBtLEOH G ¢

Kamoun, 2008)

Enfin, le concept de leurre intégréifkegrated decoy) a récemment émergdans ce cas de

figure, la protéine de résistance possede un decoy intégré quimD FLEOH GH OfHIIFE
« O 1 DW(Gekavikt al., 2014) Ces domaines de reconnaissance-cmmventionned ont

PYROXp SDU GXSOLFDWLRQ GH OD FLEOH GH OfHIIHFWHXU
résistance. Ce type de NLR est retrouvézches plantes des familles des Brassicaceae,
Fabaceae, Rosaceae et Poa¢kag et al.,2016; Sarriset al.,2016) & T H¥r\We mode de
reconnaissance que sont reconnus les effecteurdiavet AvrtCO39, reconnus par la

protéine de résistance RGAS5, et ARik, reconnu par Pit (Cesari et al., 2013; Kanzaki et al.,

2012; Okuyama et al., 2011¢es 3 effecteurs interagisgeavec des cibles possédant un
domaine HMA (HeawyMetal Associated]Kanzakiet al., 2016). RGA5 et Pikl possédent

également un domaine HMA contenant un decoy intégré.
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FigurellT PRGQqOH GYDFWLYDWLRQ GH OD SURWpPLQH GH UpVLYV

Les monomere& H 0/$ VRQW DVVRFLpV j GH OY%$'3 ,0V VIDVVRFLF
&& /D SHUFHSWLRQ G deBiuntetiaHamnisyad lesddaine LRR entraine

O DFWLY BE@perRiantesdu3dimere et un changement de conformation qui rend les
domaineV && DFFHVVLEOHV SRXU LQWHUDJLU DYHF NBHYV FRPS]I
nucleotide binding. LRRIeucinerich repeat. CC coiled-coil. ADP : adénosine dphosphate.

ATP : adénosine trphosphate. Adapté de Maekaetaal (2011)
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c) Voies designalisation et réactienGH GpIHQVH DFWLYpHV ORUV C

i. Activation des protéines de résistance

La fagon dont leprotéines de résistancée RQW DFWLYpHV VXLWH j OBt SHUFH S
encore sujette a déb@eYoungetinnes, 2006)Dans lecas des NLR d modéle actuellement

proposé stipuleTl X I Hsorbdtbekésdans la cellule dans un état monomérique inadtitant

DLQVL OfDFWLYDWLRQ FRQV\Wduist¥ad lely MnefjburY IR Ipkdite GH Gp |
I NDFWLYDWLRQ Gdépamndans, ¢t shtkaiger&ur homodimérisation via leur doreain

TIR ou CC. Ce modele est soutenu par des études strfichwtéon de la protéine THRILR

L6 (lin), qui montrent la présence de 2 interfaces dans le domaineufRpremiére interface

impliquée @ns la dimérisation, conseevélans les NLR N (tabac) et RPSA. (thaliang
(DineshKumaret al.,2000; Swidersket al.,2009), et une deuxieme interface impliguéns

la transduction du signal (Bernoekal.,2011). Le domaine TIR peut également étre impliqué
GDQV OTKpWpURGLPpULVDWLRQ GH SURWPpPLQHV 1/5 FRPPH
(Williams et al.,2014). La dimérisation de protéines GILR a également été démordngar

plusieurs études strucwfonction comme dans le cas de MLA10 (orge) ou Pikp (riz)

(Maekaweet al.,2011; Magbookt al.,2015; Fig. 11).
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Figure12 UpDFWLRQV GH GpIHQVH GpFOHQFKpHV VXLWH j OD L

/ID P\ULVWR\ODWLRQ GH 3Wativ&ibrJde$Rtub3ppoiéinel @ewadiflanQeH O 1
UHVSRQVDEOH GH OD UHFRQQDLVVDQFH GH FHW HIIHFWHX!
VXLWH j OD UHFRQQDLVVDQFH Gf$YU3WR SDU 3Ul RQW pW,|
schéma global du déclerainent des réponses immunitaires suite a cette reconnaissance. Les
FRPSRVpVY HQ EODQF VRQW WUqV SUREDEOHPHQW LPSOLTX
DXFXQH pWXGH QH OYfD HQFRUH PLV HQ pYLGHQFH /HV SR
inconnue Adapté de Olet Martin (2011).
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Mise a part leur homoou hétérodimérisation, deux autres processus cellulaires sont
UHVSRQVDEOHV GH OD UpJXODWLR @uGhatucefidhFcapeydoép G HYV
GpSHQGDQWH HW OHXU GpJUDGDWLRQ SDU PRdfleSioi$WpDVRP
de signalisation subséquentes ont été particulierement étudiées via la kinase de tof@ate Pto

et Martin, 2011; Fig. 12). Cette sérine/thréonifldnase interagit physiqguement avec les
effecteurs AvrPto et AvrPtoB d@. syringae pv. tomat(Kim et al.,2002) La myristoylation

GH 3WR SDU $YU3WR HQWUDVQH OTDFWLYDWLRQ GH 3UI X
avec PtgLoh et al.,1998; Tanget al.,1999; de Vriest al.,2006; Yeamet al.,2010) Deux

modeles expliquant le réle deédPont été proposésPto pourrait étre une protéine impliquée

dans les réactions de défense ciblée par AvrPto et gardée par Prf. Cependant aucun réle dans
OHV GpIHQVHYVY LPPXQLWDLUHY QYD pWp GLUHFWHPHQW PRQ
gue céte kinaseseraitun decoy qui attire 2 $YU3WR ORLQ GH VD FLEOH LQLWL
Pto maintient Prf dans un état inactif en la phosphorylant, et la myristoylation de Pto inhibe son

DFWLYLWp NLQDVH HQWUIPda@en@ane@QGBEFAMKYPWLRQ GH 3UI H

Prf interagit directement avec les chaperonnes Hsp90 -@Heak protein 90), SGT1
(Suppressor of G2 allele of skpl) et RAR1 (Required for Mlal2 Resistance 1), qui ont toutes

été décrites comme fortement impliquées dans les réactionéfelesd. Hsp90 forme des
GLPqQUHV FRQVWLWXWLYHPHQW DFWLIV VIDVVRFLDQW DYH
entraine la diminution de la quantité de protéines pour plusieurs NLR tel que Rx, RPM1, RPS5

et -2 (Hubertet al.,2003; Luet al.,2003; Shirgu, 2009; Van Ooijent al.,2010) De son c6té

SGT1 est un adaptateur Hsp&@ecifique pour les NLR ayant un doubfde central dans les
UpDFWLRQV GH GpIHQVH 0 UpJXOH SRVLWLYHPHQW OfDF
VIDVVRFLDQW | +pduB un Rpliem&t optimal, mais est également impliqué dans
Of{DGUHVVDJH GHV 1/5 PDO UHSOLpHiyasb XC5 ROyl WRPH YLD

box) (Parket Seo, 2015; Shirasu, 2009)5$5 VHXO VHPEOH QIDYRLU TXTXQ
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OT(7, GpEpadRfFKas il est possible que le complexe Hsp90/SGT1/RARL1 stabilise Prf

(Oh et Martin, 2011) et des mutantsrarl présentent uneG L P L Q X Wdc&u@ul&tibn @ef
beaucoup de NLRHolt et al.,2005)

S3DUPL OHV FKDSHURQQHYV LGHQWLILpHV O&®RAYNPtaRH/Pff pW X G H
on peut également citer CRT1 (Compromised recognition of TCV coat protein 1), une protéine
proche des Hsp90, qui interagit avec des Hsp90 et avec des NltRsinaarsque ces NLR
UHFRQQDLVVHQW OHXU HIIHFWHXU FRUUHVSRQGDQW OfLQ
FHWWH FKDSHURQQH HVW LPSOLTXpH GDQV OH PDLQWLHQ G

pathogene.

"fXQH PDQLQQUH Jpt® pésDptdtdine®© NIORFastLtes finement régulée via leur
activation, leur repliement et leur adressage sélectif au protéasome afin de déclencher au mieux

les réactions de défense sans pour autant provoquer une suractivation délétere pour la plante.

ii. VoiesdH VLIQDOLVDWLRQ PHQDQW j Of(7,

/IHV SURFHVVXV FHOOXODLUHYV IUpTXHPPHQW DVVRFLpV j Of
GH FDOFLXP XQ EXUVW R¢giesDARKinas®©F D FEALIRWD /W R QVBEHG f KR U
des reprogrammations transcriptioheg Cependant, la réaction la plus caractéristique de

of(7, HVvW OH GpFOHQFKHPHQW GH OD +5 XQH IRUPH GH PR

i VWRSSHU OH GpYHORSSH RIdr@¥ Dangl, 2008 JHQW SDWKRJIGqQH

Les voies de signalisation menantO (7, YDULHQW VHORQ TXH OD UHFRQ
VIHVW IDLWH SDU OTLQWHUPpPGLDLUH-NERXUTEG SSBRMWPLOH GH
déclenchée par certaines BILR requiert NDR1 (Nofrace specific Disease Resistance 1)
(Centuryet al., 1997). Cette protéine est associée a la membrane plasmique, et posséde des
homologies avec des intégrines de mammiféres. Des mutaahts présentent un décollement

de la membrane plasmique de la paroi cellulaire. NDR1 régulerait donc la signalisatda ent

PHPEUDQH HW OD SDU®Khefpe &.20LYWY ONMURPKEWANR GpFOHQFKp
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TIR-NLR requiert EDS1 (Enhanced Disease Suscptibility(Rarkeret al., 1996) Cette

protéine interagit majoritairement avec deux partenair@dD4 et SA5101. Ces trois
SDUWHQDLUHY SRVVgGHQW XQ GRPDLQH OLSDVH HW VRQW
GLPqUH ('6 3% DFWLYH OD SUR gzheWetlaR 19964t Bdt imdAiamtD OL F\O
pour les réactions de défense basales a la fois loeateet dans les cellules adjacentes a
OfLQIHFWLRQ /HV GLPqQUHV ('6 6%* HW (‘6 ('6 VRQW XQ

déclenchement de la HRietzet al.,2011)

/I NDFWLYDWLRQ GH OD +5 IDLW LQWHUYHQLU GHW¥eP#HXRVSKRC
AvrPto. Le silencing de PLC6 (PhosphatidylinosiBgecific Phospholipase C 6) diminue la
résistance de la tomatd*asyringae pv. tomato 8« HWWH OLSDVH HVW LPSOLTXpH
phosphatidylinositebiphosphate (PIP2) en diacylglycérol et inositol triphosphate. Le
GLDF\OJO\FpURO HVW SKRVSKRU\Op SRXU IRUPHU OYDFLGF
PDK1 (PhosphoinositidendepeQ GDQW SURWHLQ .LQDVH SRXU DFWLYF
FHVY NLQDVHV VH WURXYH $GLG TXL LQWHUDJLW DYHF 3W
VXSSUHVVHXU GH OD PRUW FHOOXODLUH TXL LQKLEH OfHI:
inhibe Adid3 de maniére AvrPtdépendante, permettant le déclenchement de IdGtRet

Martin, 2011)

Comme lors de la PTI, les cascadessignalisation dddAPK sont activées. A ce jour, un role

GDQV Of(7, D pWp GpP R Q:WPRK dsrR\ddtian® thBacm, MAPKKK . et

MAPKKK OchezN. benthamianat la tomatgJin et al.,2002; MelechBonfil et Sessa, 2010;

Pozoet al.,2004) MAPKKK . et MAPKKKO VRQW P BDOQXpOTN(7, GpFOHQFK|
UHFRQQDLVVDQFH GI$YU3WR HW O B déckyipideiacd pluei€urs§ DV FD G |
expériences de silencing dans le tabAPKKK . DFWLYH OD 0$3.. 0¢(. TXL DF
MAPK NTF6. De son cOt&MAPKKK 0 DFWLYH O0(. TXL DFWLYH OHV 0$3. |

(MelechBonfil et Sessa, 2010; Pozet al., 2004) Les effets préis de ces 2 cascades de
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signalisation et les genes activés ne sont pas encore connus. Cependant on sait que la
surexpression ectopique de MEK2 déclenche des HR chez la tomate et le tabac, et active la
production de kO, et O de maniére lumiereGpSHQGDQWH FH TXL VXJJqUH T
partie du signal de SIPK/WIPK est transféré dans les chloroplastest al.,2007) SIPK et

:,3. RQW pJDOHPHQW XQ U{OH GDQV 0f(7, Gf9EN RQeispH SDU
et d., 1999; Zhanget Klessig, 2001) et les homologues de ces MAPK daksthaliana,
UHVSHFWLYHPHQW $W03. HW $WO03. VRQW LPSOLTXpV G

(Rasmussent al.,2012)

'HV KRUPRQHV YpJpWDOHV VRQW pJDOHPRHqIYiquée? SOLTXpH)
particulier, produit dans les chloroplastes a partir du chorismate, a un réle clé dans la résistance
systémique acquise (SARsystemic acquiered resistanad)dans la résistance aux agents
pathogénes biotrophesADaHN HW. Odprocessus permet de propager les réactions de
GplHQVH | OTHQVHPEOH GH OD SODQWH HW pJDOHPHQW Gt
QRXYHOOH DWWDTXH FH TXL VH UBsSsahRifekefkKaGho& LPP X QI
Robin, 2013) Quand la SAR est fOHQFKpH OfDXJPHQWDWLRQ GH OD
VDOLF\OLTXH FKDQJH OH VWDWXW UHGR[ GH OD FHOOXOH
(Non-expressor of Pathogenes$telated protein 1). NPR1 est ainsi adressée au noyau et
interagit avec ldacteur de transcription TGA2, ce qui léve la répression de certains genes de
défense parmiesquelPR1 Le silencing d&PR1ou deTGA2HQWUDVQH OD GLPLQXWL
associée a AvrPto/P{&anet Dong, 2002)

/TDFLGH MDVPRQLTKPSHOVLWXpHDGEHRPNQW (7, /D UHFRQQDLVV
HQWUDVQH OYDFWLYDW LIREnsiG/E 1R 2ui aghk RU co@ereLaped des
protéines SCF pour dégrader les protéines JAZ, régulateurs négatifs de la signalisation de
OTDFLGH MdaugheRghtlasXdactions de défefizang, 1998) Une autre protéine SCF,

ACIF1 (Avr9/Cf9 INduced FER [ UpJXOH SRVLWLYHPHQW Of(7, DVVR
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GI$YU3WR SDU 3Ul PDLV DXVVL GT$YU SDU &l HQ DXJPHQ
abscissiquévan den Burgpt al.,2008)

(QILQ OfY(7, IDLW DSSHO j OD VpFUpWLRQ IRFDOLVpH GH P
6<3 HVW LPSRUWDQWH SRXU OfY(7, GpFOHQFKpH SDU OD Ut
a un complexe SNARE pow pFUpWHU GHV SURWpPLQHYV 35 HW SUREDE

(Kaldeet al.,2007)

iii. La notion de helpeNLR

Il a été démontré que plusieurs NLR fonctionnent par paire, et que la reconnaissance de la
SURWPLQH GIDYLUXOHQFH FRU b Y &RxQERDsQ\ekprighés. ®ahx W V H
la plupart des cas les germxlantces protéines de résistance sont voisins dans le génome, et

sont souvent localisées en orientation inverse ce qui suggere une régulation commune de leur
expressior{Césariet al.,2014; Williamset al.,2014)

Ce cas de figure a été mis en évidence pour la premiere fois avec les genes de ieREiB2ance
etRPP2B, localisés téteEqFKH G D QV @Hhaligr@ gur ¢conférgnt une résistance a un

isolat df. arabidopsidisvia larecRQQDLVVDQFH GT1XQ JgQH GIDYLUXOHQ
(Sinapidouet al.,2004) A. thalianapossede également les genes de résisRRE&let RPS4

en orientation tétbeche dans le génome, qui conférent a la plante une résistanceQ.ontre

higginsianumP. syringaeet Ralstonia solanacearuiiNarusakaet al.,2009).
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Figure 13: les protéines NRC.

Les protéines NRC (NLR Requiered for Cé#lath) sont des protéines NLR (Nucleotide

binding Leucine Rickrepeat) helper responsables du déclenchementrdertecellulaire suite

j OD UHFRQQDLVVDQFH GYHIIHFWIHXgémeS\DLR h&gebpeWw EtieV 1/5
DVVRFLpH j SOXVLHXUV 1/5 VHQVRU UHFRQQDLVVDQW GHV F
deWu et al.,(2017).
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Plusieurs effecteurs dd. oryzaesont également reconnus par des couples de protéines de
résistance chez le riz agissant en tandenxsensor2 LQWHUDJLW SK\VLTXHPHQW LC
etle «helpera WUDQVPHW OH VLJQDO SH®R HW WNDDQON \GOIW E RVQ YPHHWD |
Ainsi, AVR-Pia et AVR1CO39 sont reconnues par les protéines de résistance RGA4 et RGAS5,

et Avr-Pik est reconnu par Rik et Pik2. RGA4et RGAS5 de méme queik-1 et Pik-2, sont

localisés en orientation inverdans le géome du rizZCesariet al.,2013; Kanzaket al.,2012)

Récemment des protéines appélées NRC (NLR Requiered fedé2¢h) ont été identifiées.

Ces NLR sont nécessaires pour le déclenchement de la HR suite a la reconnaissance par
plusieurs protéines désistance. La premiere protéine NRC a avoir été caractérisée est NRC1,

qui induit une HR lorsque les protéines de résistaneg, Cf-9, Vel,LeEix2, Prf, Rx et Mi-

1.2de la tomate reconnaissent leurs effecteurs resp@statwriélset al.,2006, 2007; Sudo et

al., 2015) Par la suite il a été démontré que NRC2 et NRC3 (présents chez plusieurs Solanacées,
mais également chéd. benthamiangsont requis pour la HR associée a(Wfi et al.,2016)

et que NRC4 (également présent chez plusieurs Solanadédseztthamianpest requis pour

la mort cellulaire associéeRpi-blb2, Mi-1.2, et R1. De plus, NRC2, NRC3 et NRC4 sont
redondants et contribuent tous les trois a la mort cellulaire assdRied3a2, R8et Sw5(Wu

et al.,2017. Il semble que la fami des NRC soit une famille en expansion dans le génome

des Solanacées, quiaurgiYROXp j SDUWLU GYXQH SDLUH GH 1/5 DJLV
NLR sensor (les protéines de résistance) auraient rapidement évolué et se seraient diversifiés

de maniere sSiQ LILFDWLYH DX FRXUV GH OfpYROXWLRQ DORUV T
conservés pour contribuer au déclenchement de la HR associée a ces différentes protéines de
UpVLVWDQFH &H V\VWqQPH SHUPHW j] OD SODQWd¢ éeeH EpQpl

VIDSSX\DQW VXU XQ QR P E (Wi ebdl RO FigGlE). 1/5 KHOSHU
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iv. Elements de différenciation entre PTIl et ETI

"IXQH PDQLqUH JpQpUDOH OHV YRLHV GH VLIJQDOLVDWLRAQ
de défense (burst oxydatif, activation des MAPK, reprogrammation transcriptionnelle,
PRGLILFDWLRQ GH OD EDODQFH KRUPRQDOH 9S6mHAdeSspWLRQ
PrPHV /D +5 HVW VRXYHQW FRQVLGpUpH FRPPH XQH UpDFW
est parfois observée dans le cadre de la PTI (la reconnaissance de la flag@&llisgrdegae

pv. tabaciinduit une HR, de méme que la reconnaissancéadglycoprotéine CBEL de

Phytophtorgparasitica; Naito et al, 2008; Khatib et al, 2004).

Ce qui différentie principalement la PTI&XY, FIfHVW OD FLQpWLTXH HW OfDPS
OHV UpSRQVHY GpFOHQFKpHV HQ pbDlehg@ds( Ainsh & PraieétiGo XV IR
GH 526 VXLWH j OD UHFRQQDLVVDQFH GfXQH 3%03 HVW UDS
GH 526 SURYRTXpH SDU OD UHFRQQDLVYV nQFehhieGlicKdg HITHFV
SURGXFWLRQ WUD Q abon/dbscovBl, gdigiun Beluiamel pid spyar&tiplus durable

HW GTDPSOLWXaesetad,2006) RDd Wéthe, les cascades MAPK mais aussi les
KRUPRQHY YpJpWDOHYVY HQWUDLQHQW XQH UHSURJUDPPDWL
de défense aFk R XUV GH Of(7, A. Galisinakqr) sigviifiGafivement dérégulés
GXUDQW OfYLQIHFWLRQ 6L OHV JgQHV GpUpJXOpV GXUDQW

FHWWH GpUpJXODWLRQ HVW ELHQ SEuK®MSOVMWORQJIpH GDQV C

Tsudaet al (2000 RQW FRPSDUp OHV UpDFWLRQV GH GpIHQVH LQG
GHV OL AQthbaHana@uiees pour 1 a 4 des gesesvants :PAD4 (régulateur central)

DDE2 (biosynthésaeJA), EIN2 (biosynthéseGHT) etSID2(biosynthesele 6$  /9(7, D pWp
déclenchée par AvrRPT2 ou AvrRPML1 et la PTI par flg22 ou elf18. Les auteurs ont testé toutes
OHV FRPELQDLVRQV GH PXWDWLRQV (Q HIITHW VL OYRQ FR(
comprenant 3 genes A, B et C agissant en irtiergda perte du gene A fait perdre le secteur

immunitaire A, mais également les intetians A:B, A:C et A:B:C (Figl4A). Les auteurs sont
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DUULYpV j XQ PRGqQOH GHV UpSRQVHV GH OD 37, HW GH O (7
différent pour plugurs critéres les réactions de la PTI sont synergétiques. Chaque secteur
LPPXQLWDLUH DFWLYH OHV DXWUHV HW OfHIIHW GH WRXYV
GH OHXUV HIIHWV LQGLYLGXHOV 2Q SDUOH GUUWOWHYO/FEWLI
LQGXLW SOXW{W GHV UpSRQVHV FRPSHQVDW Rbropgdnsée/D SHUYV
parles autres (Fig. % &H PRGgOH H[SOLTXH SRXUTXRL Of(7, HVW E
en échec par les effecteurs des agents pathogéresl eat fréquemment perturbée car il suffit

j XQ HITHFWHXU GH VXSSULPHU XQ VHFWHXU SRXU TXH OH
IRUWHPHQW LPSDFWp HW TXH OYHIIHW V\QHUJpWLTXH VRLW
SHUWH G T X QiséhheRt\dbhhpedsdiay I8¢ dbtres secteurs (FIgC). Cette étude a été

IDLWH HQ SUHQDQW HQ FRPSWH VHFEWHXUV 6% -$ HW (7

FRQVLGpUHU GDQV OfLPPXQLWp YpJpWDOH 0$3. DX[LQH JI
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Figure 14: Modeles conceptuels des réactions immunitaires végétales.

A: GDQV XQ UpVHDX LPPXQLWDLUH FRPSRVp GH VHFWHXUV
ne fait pas seulement perdre le secteur en question, mais également les interactions entre ce
secteur et tous les autres secteBrs. LQWHUSUpW D W L in@cterXswd prviéseDW GH
LPPXQLWDLUH FRPSRVp GH GHX[ JgqQHV $ UHSUpYHWQWH OH
Bdansunmutara 6L OfLQWHUDFWLRQ HQWUH OHV GHX[ VHFWHXL
HW % HVW LQIpULHXU DX Qds¥étRXs G §tIBRagissent &l pyr@rgie: Bi les

GHX[ VHFWHXUV QfLQWHUDJLVVHQW SDV OD VRPPH GHV G
QLYHDX GYLPPXQLWpP GX :7 OHV VHFWHXUV VRQW LQGpPSHC
supérieure au niveaufdLPP XQLWp GX :7 OHV GHX[ VHFWHXUV DJLVVH(
leur interaction est négativ€ : diagramme conceptueG X IRQFWLRQQHEHQW GH
beaucoup de genes sont impliqués démsréseau immunitaire. Un secteur peut étre
préférentiellerent utilisé pour les défenses immunitaires (fleche roe)méme si le secteur
préférentiel est contourné, un deuxieme secteur peut prendre le relais et compenser sa perte.
Cset Cs: il faut contourner un grand nombre de secteurs pour pouvoir absusBsamment

OH QLYHDX GYLPPXQLWpPp SRXU TXH OD FRORQLVDWLRQ SDL
points noirs hubs du réseau immunitaire. Triangles notcemposés de défense de la plante
DIIHFWDQW GLUHFWHPHQW O D étHi@igleS grivékrBspectiMdmenO g F KH V
connections, géenes et composés de défense perturbés: lpgneeption de PAMP ou
GIHITHFWHXUM RBLBAWQ GH OD FURLVVDQFHsEHeO{DIJHQW
(2009)
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4. /D VXSSUHVVLRQ GH Of(7,

Les irteractions moléculaires plantes/agents pathogesmdsouventomparées a unecourse

aux armements DX FRXUV GH ODTXHOOH FKDTXH SURWDJRQLVWH
O 1D x®wrHet Tellier, 2011) /RUVTXTXQ JgQH GH UpVLVWDQFH SHL
reconnaitre un agent pathogéne, plusiett$ S H¥enénfents moléculaireguventpermettre

OH FROQWRXUQHPHQW GH FHWWH UpVLVWDQFH SDU OTDJHQV

a) SHUWH RX PRGLILFDWLRQ GX JgQH GYDYLUXOHQF

LegénH GTDYLUXOH Q F Hél&ibhpdrtieleXdu lcompégiebimmecela a ét@bservé

pour le genévr9 de C. fulvum(van Kanet al, 1991), le géenévrLml1de L. maculangGout

et al.,2006)ou le geneAVRCO39de M. oryzae(Huanget al.,2014).La taille de la région

délétée peut étre treés variable. Elle peut ne représenter que quelques nucléotides et entrainer un
décalage du cadre delectetecOD SURGXFWLRQ G § XcOin&SdbsempplrA&E WURQ T
(Ludereret al., 2002) ou perturber la structuteidimensionnelle de la protéirgans le cas

GAW4 (Joostenet al., 1997) Mais la délétion peut également représenter des régions plus
étendues, de quelques kb (environ 10 kb pdwurPita, Orbach et al., 2000) a plusieurs
centaines (260 kb poévrLm1; Goutet al.,2007).

/IH SDVVDJH j] OD YLUXOHQFH SHXW UpVXOWHU GH OfLQVI
SURPRWHXU RX OD VpTXHQFH FRGDQWH GX JgqQH GIDYLUX:
G 1D Y L UAXrPith@dVH oryzae dont la séquence prwtricea VXEL OfLQVHUWLRQ GH
transposable Pot3 empéchant la transcription du @émeu et al.,2007) De méme, le géne

G T1DY L UAXRldgFFdxysporumHVW LQDFWLY p uSrBndpd3dilominH(ldamL RQ G

et al.,2012)

Le phénoméne de RIP (Repeat Induced point Mutation) a également été déemontré comme étant
un meécanismele passage a la virulenceO V{DJLW GYXQ PpFDQLVPH SUpPpL

champignons ascomycétes entrainant des muta@dn3 et GI A dans la séquenceesl
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éléments répétés afin de les inactif@alagan et Selker, 2004Chez L. maculansle RIP
affecte également les genes proches des éléments répétés et peut conduire a leur inactivation,
FRPPH FHOD D pWp GpPRQWU p ARNXEEt AnH4-3 davexdireteD,Y LU XOH

2012; Fudakt al.,2009)

'"HV PpFDQLVPHV pSLIpQpWLTXHV SHXYHQW pJDOHPHQW rwu
GIXQ JgQH G [Kasugaetsizéh(2B18)Avr3ade P. infestangeut ainsi échapper a
la reconnaissance par le géne de résistRps@asans altération de sa séquence codante via

OYDFWLRQ GH SHW L@uibstal, 2QRQ FRGDQWV

On observe également des cas de mutations ponctuelles entrainant la pertectadassance

SDU OH JgqQH GH UpVLVWDQFH WRXW HQ FRQVHUYDQW OD I
&THVW QRWDP RHLOW! de H. rradwfan&dui échappe a la reconnaissance par le

gene de résistanédm4grace a une mutation entrainafl@iH VXEVWLWXWLRQ GIXQH J
arginine dans la séquence protéique, sans pour autant affecter la fonction effectrice de la

protéine(Parlangeet al.,2009)

b) Suppressio)GH OD UHFRQQDLVVDQFH GX JgQH GIDYLU

Plusieurs cas ou uHITHFWHXU HPSrFKH OD UHFRQQDLVVDQFH G{XQ
évidence. Ainsi, AvrRpt2 d®. syringae qui entraine la dégradation de RIN4, masque la
UHFRQQDLVVDQFH GY$YU530 SDU 530 (Q HIITHW FRPPH $)
suite ala phosphorylation de RIN4dla dégradation de RIN4 par AvrRpt2 empéche la
SKRVSKRU\ODWLRQ GH 5,1 SDU $YU530Mdthtyeddl., 203 OHQFKH
Cet exemple illustre parfaitement bien le modele erzagdes interactions plantpathogers
SXLVTXH OD UHFRQQDLVVDQFH GT1XQ HIIHFWHpatunsabite XQH S
effecteur qui est luméme reconnu par une protéine de résistance, FRE25) De la méme

IDORQ OfHIIHFW HXsyrif¥esupriteslaGedonndi VDQFH GI$YU% HQ FO

kinase RIPK (RPM1 Interacting Protein Kinagég. 15 UHVSRQVDEOH GH OTDFWLY
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suite a la phosphorylation de RINRussellet al.,2015. Le clivage de cette kinase ne permet

HQ UHYDQFKH SDV GYHPBDPKHU GABY UFHFRQ FBHILV XL VLJIQL
UHFRQQDLVVDQFH GT$YU530 HW $YU% GpFOHQFKH GHV YF
DERXWLU j Of(7, 'H SOXV $YU530 HW $YU% VRQW UHFRQC
différentes chez le soja, respectivemiepylr et Rpglb. Or AvrPphB est capable de supprimer

OD UHFRQQDLVVDQFH Gf$YU% SDU 5SJ E PDLVAWHPMB FHOOH
deP. syringagv phaseolicolgeut étre reconnu par un gene de résistance présent dans certains
cultivars résistast de haricot, mais cette reconnaissance peut étre masquée a son tour par

OTHITHFWHXU $YU3S K &onehdred@temprielzi@nhidéat, 2000)
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Figure 15: Les effecteurs deP. syringae TXL PDVTXHQW OD UHFRQQDLVYV

effecteurs.

Les effecteurs dP. syringae pv. tomatédvrRPM1, AvrB, AvrRpt2, AvrPphB et HopF2 sont
VPpFUpWpV DX FRXWAVthalianaDAVIRGVH BtV IR ghospforylent le régulateur

global RIN4, ce qui active la protéine de résistance RPM1. La voie de saimalimenant a
OfDFWLYDWLRQ GH 530 SDU $YU530 HVW HQFRUH LQFRQQX
par AvrB passe par la kinase RIPK (RPML1 Interacting Protein Kinase). AvrPphB clive RIPK,
HPSIrFKDQW DLQVL OfDFWLYDWLRQAGRPMBOAVIEdéRMate% P DL\
5,1 FH TXL D SRXU HIITHW GfHPSrFKHU OD UHFRQQDLVVDQF
dégradation de RIN4 par AvrRpt2 active la protéine de résistance RRS2. HopF2 est capable
GYHPSrFKHU OD UHFRQQDLYVYVIRDhtHEE $Egddagovde RINY, rbbss H Q
FHW HIIHW QYD pWp REVHUYp TXTHQ FRQGLWLRQ GH VXUH[S
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Des cas de figure similaires ont été décrits chez les champidghaxysporuni.sp.lycopersici

possede deux effecteussyr2 et Avr3, respectivenent reconnus par Igsotéinesde résistance

12 etl3. Ces deux effecteurs sont retrouvés dans toutes les souches de Fol séquencées a ce jour,
et leur délétion entraine une diminution quantitative du poyatirogéne. Certaines souches
possedent égaleméi O THIAVHEAIWHXWU SHUPHW GH PDVTXHWRED UHFRQ
AVR3parl2 etI3 (Houtermaret al.,2008) 'H PrPH O 1 AWLM&AdeL X idaculans
SHUPHW GH PDVTXHU OD UHFR QAyiLin¥ pabld@rdteine fixXrdsifaxs¥ UH H I |
correspondantdRim3 (Plissonneauet al., 2016) Enfin, plusieurs distorsions suite a des
croisements génétiques entre souches virulentes et avirulen®sirdeia graminisf. sp.

hordeiont amené Bourraat al (2016)afaiUH OTK\SRWKqgqVH GH @fdcRSOLFDWL
dans ces événements de reconnaissameeprotéineG 1D Y L U X O Hé&park pookei&€) Q X
résistance, et un deuxieme effecteur impliqué dans la suppression deamitgissancéa

un mécanisme ence inconnul.

c) 6XSSUHVVLRQ GHV UpSRQVHV LQGXLWHY ORUV Gl
8QH IDoRQ VLPSOH GH WURXYHU GHV HIIHFWHXUV LPSOLTXp
GHV UpSHUWRLUHY GYHIITHFWHXUV SRXU OHXU FDSDFLWp j \
réalisé par expression transitoi@{ X Q U p SéffecWiRsLddrilll. Befithamian&n présence
GILQGXFWHXUV GH OD PRUW FHOOXODLUH /H FULEOH SULI
pro-apoptotique murin BAX, qui permet de mettre en évidencesuppression trés générale
de la mort cellulaire. Ce crible est par la suite affiné en utilisant des inducteurs de la PTI

3$03 RX GH Of(7, HIIHFWHXUV UHFRQHMW BQ UG OXHQWIRETSFO
GTDYLUX@diéne te resistance).
Ce type de crible a été ainsi réalisé \Wanget al(2011)pour tester 169 effecteurs Besojae
La grande majorité de ces effecteurs sont capables de supprimer la mort cellulaire induite par

BAX, et certains sont également capables de supprimer |laetllottaire induite par une PAMP
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(INF1) et/ ou par deux effecteurdh238et Avh241). Tous les cas de figures existent, ce qui

permet de classer les effecteurddesojaecHQ VXSSUHVVHXU SOXV RX PRLQV V
ou de la PTI. De maniere inteldD QWH OHV HIIHFWHXUV VXSSULPDQW VS|
qui sont exprimeés les plus précocem&X FR XUV G HIl €fnbl® déhE gue B Qremiére

YDJIJXH GYHIIRFYaEDOUW GRXU IRQFWLRQ GH VXSSULPHU Of(

effecteurs suppresseurs de la PTI ne soient exprimés a leur tour.

Il a également été démontré que certains effecteurs suppriment spécifiquement les réponses de
Of(7, PDLV SDV GH ©OH»pBY deP/ $ytihgaemnidrapX physiquement avec le

facteur de transcription NTL9 de la famille NTMike (NAC with Transmembrane Motif 1)

au niveau de la membrane du réticulum endoplasniiguéhtar etal., 2011) Cet effecteur

est capable de supprinlareconnaissance parthalianade souches avirulentes Besyringae

exprimant des effecteurs reconnus par cette pl@itek et al., 2014) HopD1 ne permet
cependant pas de supprimer les défenses de la PTI induites par plusieurs PAMP. Sa cible,
NTL9, estimpliquéeGDQV OHV UpDFWLRQV GH GplHQVH GH OD SODQ\
impliqués dans les réactions immunitaires, et cette induction est supprimée en présence de
HopD1. NTL9 est également impliqué dans les réactions de la PTIlenih@u®y/ OTH[SUHV VLR
JJQHV FRPPH )5.< 'H PDQLqUH LQWpPpUHVVDQWH OD SUpVHQ
de ces génes impliqués dans la PTI. Il doit donc y avoir un messager spécifique, a un moment
guelconque de la voie de signalisation, qui oricdt§ DFWLRQ GH 17/ YHUV OfLQG.:
VSPFLILTXHV GH O Blogket & R0GHsueutent qued WWH FDWpJRULH GT|
TXL VXSSULPH Of(7, PDLV SDV OD 37, DXUDLW pWp DFTXLYV

SDWKRV\VW q Ptisitiah Sl&sproténg Ode Tésistance par les plantes.

5. Les limites du modéle en zigag

Récemment plusieurs études ont remis en daymetinenceH Wni@efsalitéedu modeéle en

Zig-zag, notamment en insistant sur la limite parfois difficilement disckrmraiire PAMP
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et effecteurs, entre PRR et protéines de résistance, et entre PTI et ETI (Thomlma

2011). Plusieurs autres modeles ont été proposeés.

Cook et al RQW SURSRVp OH PRGgqOH GH OY,QYDVLRQ 3
distinction entre PAMP, DAMP et effecteur est abolie. Toute molécule produite au moment

GH OfLQIHFWLRQ LVVXH GH OYDJHQW SDWKRJgQH RX GH
pDU XQ ,35 ,QYDVLRQ 3DWWHUQ 5HFHSWRU 'DQV FH PF
FDWpJRULH GYIpOLFLWHXU TXHOOH TXH VRLW OD IRUFH

SK\ORJpQpPWLTXH GH 0,3 RX OD VSpFLILFLWmeGdd OTDJIH
auteurs ont tenté de donner du sens a des interactions non prises en compte par le modeéle

enzig]DJ FRPPH OYLQIHFWLRQ SDU GHV DJH-@Maieaf WK R JIqC
RX HQFRUHMOGPWEOPOQLN WHPELRVH P XW XIDOrhod#eHst 4L Q W p U

proposer une vision plus intégrée des interactions pfzatteogene.

Pour leur part, Stotat al RQW SURSRVp OH WHUPH GYf(IIHFWRU 7
pour qualifier la reconnaissance des effecteurs des agents pathogerestigpeplpar des
récepteurs de type RLP. En effsglon ces auteurgans ces cas de figure, les défenses

mises en jeu sorgluslentesTXH GDQV OH FDGUH GH Of(7, FH TXL O

QLYHDX GH GpIHQVH GHV SODQWRIV LQGPpSHQGDQW GH Of
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Figure 16: triangle de U.

Trois plantes ancestrales du geBmassicase sont hybridées deux a deux au cours de leur
histoire évolutive, donnant naissance a trois autres plédte$933. Ces plantes hybrides
possedent un génome tétraploide ssi deux génomes diploides de leur plantes parentes. Le

colza Brassicanapus HVW LVV X GTXQH K\E BiachbavleR@pet IQ Vevettt OH FKER

(Brassica rapa.

80



V. Le pathosystemd eptosphaeria maculansBrassica napus

1. Brassica napus

Le colza Brassica napusest une plantallotétraploide (2n=38, génome AACG2 la famille

des Brassicaceae (anciennement cruciferesy plantes de cette famille ont émergé par
hybridation interspécifique entre trois espéces diploides anceqithld935; Fig. 16). Le

colza esissudeOfK\EULGDWLRQ L Bvddsicl\oemEdé2h=1& lgerdQecO )t

Brassica rapd2 Q JpQRPH $$ &HWWH K\EULGDWLRQ VHPEOH VT
j SOXVLHXUV UHSULVHV DX FR¥ed plaGad, € fakdate déeRa podrigrer R O X'\
hybridation est estiméky a environ 7500 anfAllenderetKing, 2010) Le génome dB. napus

a été séquencécemmentrévélant une séquence génomique de 1130 Mb répartie sur 9
chromosomes issus du génomeBC dleraceg et 10 chromosomes issus du génomeBA (

rapa), et comportant plus de 1@M0 géenes prédi{i€halhoubet al.,2014)

La production annuelle de colza a atteint presque 74 millions de tonnes au niveau mondial en
2014. La Chine a été le plus gro®gucteur ces dernieres décennies, méme si le Canada a
récemment pris la téte de la production mondiale (15,5 millions de tonnes en 2014, 21,9% de

la production mondialeAvec ses 5,5 millions de tonnes produitésX U PLOOLRQV GYfKI
en 2014, la Frnace est le 8 producteur mondial(http://www.fao.@g). Cette plante est
SULQFLSDOHPHQW XWLOLVpH SRXU OD SURGXFWLRQ GfKX
végétales alimentaseDYHF OfKXLOH GH WRXUQHVRO HW OdeKXLOH G
JUDLQHV SHUPHW OD $todiG Xes Wurkeaux, QrpXdyeveRtXNlisés dans
OYDOLPHQW D oRri@aldde cdttante deuxieme type de tourteau le plus utilisé

en Europe, derriere le tourteau de soja. Enfin, le ceftaitilisé pour la production de

biocarburants de premiere génération
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Figure 17: Relation phylogénétique et temps de divergence entre les champignonslae
classe des Dothidéomycetes.

'"fDSUQV 2KE1MW DO
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/IH FRO]D HVW OD FLEGW@WH WUIDNYDIHRQOQG QORORPEUIMHY FKDUDQORCG
GIPHQWLFHV 2URE BQé#&hobendd WantfitEudlsl QuEErysiphe cruciferarum

(oidium), Cylindrosporium  concentricum (cylindrosporiosg Alternaria  alternata
(alternariosg Sclerotiniasclerotorum(pourriture blanche Le phoma du colza (ou nécrose du

collet), causé par le champignaeptosphaeria maculangst OfXQH GHV PDODGLHV
dommageableour cette cultureCette pathologie est présente dans toutes les zones de culture
ducRO]D (XURSH $PpULTXH GX 1RUG $XVWUDOLH | OfHI[F
rendements liées au phoma eblza ont été estimées entre 5 et 20% en Eufeipeet al.,

2006)

2. Leptosphaeria maculans

a) Phylogénie
L. maculansest un ascomycete hémibigphe de la classe des Dothideomycétes, responsable
de la nécrose du collet des cruciferégalement appelée phoma du colza classe des
Dothideomyceéetes est commupour comprendre un grand nombre de champignons
phytopathogénes tels quParastagonosporanodorum Alternaria alternata, Venturia
inaequalis Cochliobolusheterostrophusu encoreZymoseptoria tritic (Schochet al., 2009;
Fig. 179. L. maculansse développ surles plantes de la familleles Brassicaceae, et
particulierement sur celles du gefmssica Des études omhontréque ce champignon était
pJDOHPHQW FDSDEOH GYLQIHFWHU FH WAvdliddogsk tipahdR&V\SHYV C

(Bohmanet al.,2004)
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Figure 18: cycle de vie dd_eptosphaeria maculansn Europe

A:OD UHSURGXFWLRQ VH[XpH GX FKDPSLJQRQ D OLHX GXUD:
colza.B : des ascospores (spores sexuées) sont produites et dispersées sur de grandes distances
par le ventC : les ascospores germent sur les feuilles de colzaénétrent en passant par les
stomates ou des blessures. Cette premiére phase biotrophe prend fin lorsque des macules
apparaissent sur les feuilles infectéBs. sur les macules apparaissent des pycnides, qui
produisent des conidies (spores asexuég$).V FRQLGLHYV FRQVWLWXHQW OfLQ
L. maculanentame ensuite une phase de vie endophyte totalement asymptomatique au cours

de laquelle il va coloniser la tige de coltka. HQ ILQ GH VDLVRQ FXOWXUDOH
seconde phase a®trophe débutd.. maculansprovoque des nécroses au niveau du collet,

pouvant entrainer une verse parasitaire.

Adapté de Rouxel et Balesdent (2005).
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L. maculansi DLW SDUWLH G 1 X Grégobaa tgud s@dspedées glE. Irhaculans
+L.. maculansprassicead] OfHVSqgFH SDW K R.JuaQuthn&§iepidii f-LihBiquel 8V
sousespéces delLeptosphaeria biglobosa + prassicaef panadensi§ prysimiif
australensiq] pcciaustralensi§ et thlapsii§ L. maculans p E U D V \éL E. Doijfhbosa
1 E U D V Mieéidhtiolites les deux le colzat sont fréquemment retrouvées sur les mémes
plantesau mémemoment Ces deux especes provoquent des macules foliaires, bien que de
morphologie tres différentes, mais seul maculansest capable de provoquer la nécrose du
collet, alors qud.. biglobosadéveloppe des nécroses au niveau des tiges et impacte donc peu
le rendement Elles présententégalement des répartitions géographiques similaires, a
OfH[FHSWLRQ G HelO Bigléi¢dacstprBsest/jHXPK H X U H(CRiRVHIX20TYD H

& H S H Qandim@ntatidaddes échangeimternationauxet le réchauffement climatique font

actuellement craindre une propagatiorLdenaculangdans ces zones.

b) Cycle de vie

L. maculangrésentain cycle de vie relativement complexeecune alternance de plusieurs

modes de vi€Rouxel et Balesdent, 2005Fig. 18. Ce cycledébutepar un développement
saprophyte sur les résidus de culture de colza de la saison culturale précédeptreduation

sexuée du champignon a lieu a ce stade, aboutissant a la formation de périthéces produisant des
DVFRVSRUHY /HVY DVFRVSRUHV FRQVWLWXHQW OYLQRFXO:
longues distances par le vent en autoif@meEurope)La germination des ascospores sur les

feuilles de colza donne liewae premiere phadsotrophe G T H Q Wrield&tr@inau cours de
ODTXHOOH OH FKDPSLJQR @es RisSGRIQ Méddphyl§ BrS passard par les
stomates ou des blessures. Suite a cetige phase biotrophe, une premiéere phase nécrotrophe
débutegentrainant la formation de macules foliaires. Sur ces macules apparaissent des pycnides
SURGXLVDQW GHV FRQLGLHVY VSRUHV DVH[XpHV FRQVWLW X

propagationdu champignon a plus petite distante. champignon va par la suite coloniser
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OfHQVHPEOH GH OD WLJH DX FRXUV GTXQH SKDVH GH
asymptomatiqueSRXYDQW GXUHRRLMXVYOQKY® DX GpEXW GH OfpWp
nécrotophealieu, aboutissant a la nécroseabllet etpouvant entrainasne verse parasitaire
UHVSRQVDEOH GH SHUWHYV GH UHQGHPHQW SRXYDQW DOOF

(Fitt et al., 2006)

c) Génome
Une premiere version du génomeldamaculas a été publiée en 2011 suite & un séquencage
« Sangem. Les 451 Mb du génome sont réparties s@&chromosomesdontun chromosome
dispensableLe nombre de génes prédits est de 12469 J&uescelet al.,2011) La premiére
version du génome a depui$ép DPpOLRUp DX PR\HQ GH GRQQpHV GTHI[SL
HQ FRQGLWLRQ GYLQIHFWLRQ PDLVY DXVVL SDU OH UHVpTX

au moyen de la technologie Nanopore. Ces nouvelles données sont actuellement encore en cours

Gi1DheDbO

Le séquencagdu génome de. maculans permis de mettre en évidence une structuration du
génome en isochore@d=ig. 19) En effet, @ux types decompartiments génomiques se
succedent. Les isochores GC présentent un taux équildbases @t C (51%), constituent

les deux tiers du génome et contiennent 95% des genes prédits. Les isochores AT contiennent
moins de bases &C (33%), représentent 36% du génome, contiennent peu de genes mais sont
enrichis en génesodantdes effecteurs putatifs. C6sVRFKRUHYV $7 VRQW FRQVV
PRVDWTXH GpOpPHQWYV Whpsandhpele AR te Qupexpliques® plusdidit

taux de bases At T dans ces isochores (le RIP induit des mutatiohsT@t GI A ; Galagan

et Selker 2009). Il a été démontré qula grande plasti@tdes isochores AT était en grande
SDUWLH UHVSRQVDEOH GH OffpYROXWLRQ VRXV SUHVVLRQ
maculanst G HadapghtiondeL. maculansux sources de résistance qualitative mises en place

pour luter contre lu{Daverdinet al.,2012; Fudalet al, 2009).
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d) Lutte contre le phomautolza

S3OXVLHXUV OHYLHUV VRQW GLVSRQLEOHYVY SRXU OLPLWHU O

De bonnes pratiques agronomiques permettent de ralentir le développerhembatilans

/ 1 H Qissement systématique des dési de culturgpermet de fortement réduire la phase de
UHSURGXFWLRQ VH[XpH HW GRQF GH GLPLQXHU OYDGDSWI
résistance. Il est également préconisé de limiter la densité du sem@BLdLWHU OfXWLOI

GIfHQJUDLYV D]JRWpV HQ pWp HW G HwWSdteébaVv,PODKHU OD URWDWLI

La lutte chimique reste trés peu utilisée en France chntraculansar elle est compliquée a

mettre en place. En effet, pour une efficacitérogle le traitement doit avoir lieu au moment

de la dispersion des ascospor@RPPH OH UHODUJDJH GTDVFRVSRUHV SHX
mois, la durée de traitement est beaucoup trop longde. SO XV O 1 Kfohdgicésledt p G H
tres fortement aninuée en cas de pluie, alors que la dispersiorcal@sies et ascosporest

favorisée par ces conditiorfgVestet al., 2002) Ces raison, combinées a une volonté des
pouvois SXEOLTXHYV GH IRUWHPHQW EDLVVHU OfXwlatteVDWLRQ

FKLPLTXH Q8RMWUXOAWNKNWWWHELI FRQWUH OH SKRPD TXY{HQ FDV C
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Figure 19: structure en isochores du génome de. maculans

([HPSOH GTXQH UpJLRQ JpQRPLTXH GH NRAVERF®SUHQDQW
génome del. maculansprésente une alternance de régions équilibrées en bases G et C
(isochores GC) et de régions riches en AT (isochores AT). Les isochores GC contiennent 95 %
GHV JqQHV SUpGLWV /HV LVRFKRUHV $7 VRQispoRaBIEsRVpV G

tronqués et dégénérés par le mécanisme de RIP, et sont pauvres en génes.

Adapté de Fudal et al. (2007).
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La résistance variétalestdonc le principal moyen de lutte contre le phoma du colza. Des
cultivarsde colza possédant detypes de résistance sont déployéase résistance qualitative

ttotale et monogéniquecbasée sur des géenes de résistance majelny €t une résistance
guantitative xpartielle et polygéniquet permettant de tolérer la maladie et de limir
propagation du champignon dans la tige et le développement de la nécrose an ¢ilee

cycle cultural.Les résistances qualitatyePrPH VL HOOH SUpVHQWIHa@&DYDQW I
total de la maladie, sont frequemment contournées par deSOPp¥ LRQV GIYDJIJHQWYV SI
adaptés. Par exemple la résistaRtml, déployée dans les annéks QTD pWp HIILFDFH
GXUDQW VDLVRQV FXOWXUBdxtkt &.200Q) BruGef aW20H0)6hR Q W R X U
par la suite montré queed résistanes qualitatives diwcolza étaient moins fréquemment
contournées pat. maculansORUVTX{HOOHY pWDLHQW H[SULPuwHY GDOQ"
fond génétique de résistance quantitattve.type de cultivarsst effectivement actuellement
préférentiellemen utilisé par les sélectionneurs, ce qui expligue probablement en partie
pourquoi la résistance qualitatiiRtm7a été efficace durant dix ans apres son déploiement au
champ. Cependant, des données récentes indiquent un début de contournement de cette

résstance dans certaines régions de FrgBatesdentt al.,2015)

e) *qQHV GI{DYLUXOHQFH

Le premier séquencage du génomé damaculans permis de mettre en évidence plus de 650
genesodantdes effecteurs putati{fRouxelet al.,2011) Ces genesodentdes petites protéines
sécrétéesouventriches encysteind3,YHF SHX RX SDV GTKRPRORJXHV GDQV
&HUWDLQV GH FHV JgQHV VRQW VSpFLILTXHPHQW H[SULPpV
XQH IRQFWLRQ GYDY LU Yt GRHH @ WiBAsHEXEPR, Q0ABURubakt

al., 2007; Ghanbarniat al.,2015; Goutet al.,2006; Parlanget al.,2009; Plissonneaet al.,

2016; Van de Wouwet al.,2014) /D WRWDOLWp GHV lLgfaeilan@&igmiftE U X OHQF

MXVTXY¥HQWp VH VLWXHQW HQ LVRFKRUH $7 HW VHSW Gf
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clustersgénétiqueAvrLm-AvrLm2AvrLm6et AvrLm3AvrLm4AvrLm7AvrLm9 (Balesdent

et al.,2002)

6L OJLPSOLFDWLRQ GHV SHIWrhattihvs GCI@RW PL Qafard ie@ thQ W H V
évidence a de nombreuses reprisd@HXU PRGH GYDFWLRQ HW OHXU U{OH
ne sont pasonnus. Aucune homologie déquence ou de structuf@ fpBrmis de déduire une

possible fonctiompour leseffecteurs dé.. maculangar comparaiso®D YHF G{DXWUHV HIIH
GIDIJHQWYV S K\ WrReH®w ke RtdepQ fidngique a pu étce@montrépour AvrLm47

etAvrLm1 On observainsiun effet mesurable de la présence ou absence de ces deux effecteurs

en termes de nombres eDLOOH GH OpVLRQV IROLDLUHV DLQVL TXT1
champignon a travers la tige, en condition contr@é&gplus, ORUV GTH[SpULPHQWDWLR
sur des cultivars dépourvus du genes de résistahnd il a été observé que des souches
pos®dant AvrLm47 étaient retrouvées a une plus grande fréquence que des souches en étant
dépourvues. Enfinla croissance systémique Hemaculansde la feuille a la tige est plus

HIILFDFH H Q ASrUnpd7 HAFHNQuanget al., 2006, 201
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V. Obijectifs de la thése

/TpTXLSH (3/0 (IIHFWHXU HWLepapiha&ria Jipagejansiétubi He
pathosystémé. maculand B. napugpar une approche intégrée du gene a la parcelle agricole.

/I TREMHFWLI HVW GH PLHX[ GpFULUH HW FRRSttu@QrGaUH OfDC
leur plante héte afin de pouvoir développer des stratégies de lutte durables et respectueuses de

O Y H @neéméhR Or, si La résistance variétale est le principal moyen de lutte tontre
maculansles résistances qualitatives disponibles sont peu nombreuses chez le colza et souvent
UDSLGHPHQW FRQWRXUQpPHV ,0 FRQYLHQWVISRREBelGTLGHQW
maculansFKH] GHV HVSQqFHV YpJpWDOHV SURFKHV GX FRO]D H
correspondant chdz maculans mais également de proposer de nouvelles stratégies de lutte
génétique contrk. maculansnotamment basées sur la caissance des processus cellulaires

et des protéines végétales ciblées par les effecteurs me@culans Dans ce but, un grand
QRPEUH GH JgQHV GYDYLUXOHQFH RLQ kvacplavg{orz& ¢2@ed/L1LpV
GTDYLUXIO magHahs@tHté mis evidence génétiquement 2bnt été clonés Gout

et al, 2006; Fudalet al, 2007; Parlangeet al, 2009; Balesdenet al., 2013; Van de Wouwt

al., 2013; Ghanbarniet al, 2014; Plissonneaet al, 2016; Petit, Degrave, Fudal et Balesdent,

Pers. Comm.), permettant notamment de mettre en évidence des interactions non
conventionnelles avec les genes de résistance du colza (cf. article 1) et une évolution rapide de
FHV JqQHV GIDYLUXOHQFH VRXV SUHVVLRQ GH VpOHFWLR
GITLQIRUPDWLRQVY VRQW DFWXHOOHPHQW GLVSRQLEOHV FI
GIDYLUXOHQFH DX FRXUV GH OYLQIHFWLRQ OHV SURWPLQI
par ces effecteurs. En effet, si de nombreuses avancées faitetd@ans la caractérisation
fonctionnelle des effecteurs bactériens, encore trés peu de choses sont connues sur les effecteurs

GIDIJHQWYV SK\WRSDWKRJqQHVY HXFDU\RWHV /D SOXSDUW G
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agents pathogenes ne présentariune homologie avec des protéines connues, ce qui rend
GLIILFLOH OYfpOXFLGDWLRQ GH OHXU IRQFWLRQ HW GH OHX
La modification des plantes a toujours été un sujet tres porteur dans le domaine de
OTDPpOLRUDWLR @nd @ubkpeyg,2@Y. DeMIiXduElgldgs années, les effecteurs sont
considérés comme des outils de choix pour mieux décrypter le systéme immunitaire végétal et
trouver de nouvelles sources de résistance aux agents phytopathogenes. En effet, la
caractérisation RQFWLRQQHOOH GHV HIITHFWHXUV SHUPHW QRWDP|
FORQDJH GH JgQHV GH UpVLVWDQFH DLQVL TXYXQH PHLOO
DX FKDPS 90HHVKRXZHUV HW 20LYHU "HorBde k¢ OD Gp
HITHFWHXUV DLQVL TXH GHV SURWPLQHV YpJpWDOHV TXTL
lesquels ils interferent, constitue un levier supplémentaire dans la lutte génétique contre les
microorganismes pathogenes. En effet, en connaisBarfFLEOH GT1XQ HIIHFWHXU LO
VPOHFWLRQQHU GHV SODQWHYV QYH[SULPDQW SDV FHWWH F
TXL QILQWHUDJLW SOXV DYHF OfTHIIHFWHXU &HMWodleH VWUDV
OfRUJtbdelin. SURWPLQH PHPEUDQDLUHB.I@paminzs kKMl OfLQIE
(2002a) ont identifié des alleles récessifs de ce locus qui conférent une résistance Bccrue a
graminis &HW H[HPSOH LOOXVWUH ELHQ TXfHQ GpFY\SWDQYV
interactions moléculaires planteicroorganisme, il est possible de développer de nouvelles

méthodes de lutte potentiellement plus durable

'DQV FH FRQWH[WH OJREMHFWLI GH PD W Kgffétletist. GH FDU
maculansDILQ GH GpWHUPLQHU OHXU PRGH GIDFWLRQ DX FRXL
IRQFWLRQQHOOH HVW PHQpH VXU HIIHFWHXUV SUpFpGHF
OHVTXHOV WUQgV SHX GH GRQQpPHV IRQFWLR @Qef@®uky VR QW
RQW OD FDUDFWpPULVWLTXH GH FRUUHVSRQGUH j GHV JgQH\

pourgene norconventionnelle avec le géne de résistance correspondesitielations gene
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pourgeéne norconventionnelles et leurs conséquences Isu gestion des résistances
gualitativesf RQW O T R E M H&VueEetikeQpdurHe. jQuicn&rontiers in Plant Sciencet
disponible a la fin de cette introduction bibliographique (ArticteComplex Interactions
between Fungal Avirulence Genes and TheCorresponding Plant Resistance Genes and
Consequences for Disease Resistance Managemeies effecteurs étudiés dans le cadre de

ma thése sont les suivants

- AvrLm1G1 et AvrLm162 GHX[ JgqQHV GIDYLUXOHQFH QpFHVVDLU
reconnaissae par le gene de résistariRien10de la moutarde noirddvrLm101 et AvrLm10

2 sont deux génes voisirodantdes effecteurs putatifs localisés en orientation inverse et
séparés par une grande région intergénique. Ces deux génes, ainsi que leur eégémqae,

sont nécessaires pour déclencher la résistance associée ingedae la moutarde noire. De

maniére inhabituelle pour des effecteurd.denaculans des homologues protéiques peuvent

rWUH WURXYpV GDQV OHV JpQRPHVhoGEHEX M) IRFOrmEtiOmsP SLJQ |
FRQFHUQDQW OfLGHQWLILFDWLRQ OH FORQDJH OD YDOLG
IR QFW L RAVQMIDDHAWBLN102 sont présents dans le chapitre 1 de ce manuscrit

VRXV OD IRUPH GTXQ dntEWsioR @odr |6jburbdie RhitolBdiskArticle 2 :

A two genes tfor *one gene interaction betweeheptosphaeria maculangand Brassica

napusg, et sont compléeey GDQV OD VXLWH GX FKDSLWUH SDU GHV GF
REWHQXHYVY DX FRXUV GH PD WKqVH HW SHUPHWWDQW G1YDY

GY$YU/LPet AvrLm102.

- ArriLm47 TXL FRQIqQUH O&sYe 2 X&nesQIE bsite \RIm4 et RIm7).
AvrLm4- HVW OfHIIHFWH XIU n@adtilaBet Xalui pouiXes e leGlds de données
fonctionnelles sont disponibles. Il est reconnu par deux protéines de résistance, RIm4 et RIm7
(Parlangeet al.,2009). Sa structure tridimsionnelle a été déterminée, permettant de mettre en

evidence des résidus impliqués dans la reconnaissance par RIm4 et RIm7, ainsi que dans la
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WUDQVORFDWLRQ GDQV OHV FHOOXOHV YpJlpwWwho4V %ORC
empéche lareconnaisseiH G XQ DXWUH JAWLM3GERIMB(BIXDOihéat &t al.,

2006). Enfin, AvrLm47 est fortement impliqué dans la fitness fongique (Huang et al., 2006).

Le chapitre Zstconstitué des données fonctionnelles concernant AwLmmdtenues au cours

de ma these.

-AviLm3 GRQW O 1L Q RIMJHD\FW PR DXYHF S DAYrIGnB7 GPlisponhe@F H G

et al., 2016)AvrLm3est présent dans presque toutes les souchiesnigculanséquencées a

ce jour (Plissonneau et al. 2017), suggérant une im@litaR Q L P SARILWIaWCAAUES d8
OfLQIHFWLRQ /H FKDSLWUH GH FH PDQXVFULW SUpVHQ\

AvrLm3obtenues au cours de ma thése.

La caractérisation fonctionnelle de ces effecteurs inclut (i) la localisation subcelligages
effecteursin planta /D ORFDOLVDWLRQ GYXQH SURWPLQH SHXW |
LQGLFDWLRQV FRQFHUQDQW VRQ PRGH GYDFWLRQ LL XQtF
avec ces effecteurs par une approche deoyteide danslalevuH (Q HIIHW VL OfRQ S
déterminer avec quelles cibles végétales interagissent les effectéursaaulansil sera plus

facile de développer de nouvelles résistances, par exemple en sélectionnant des cultivars de
FRO]D QYH[SULP D Qa\ou Soivtuisarmd \Wn& ldibl€ Iniedifiée ne permettant pas
OfLOQWHUDMPWLRIEWMNME LLL OD JpQpUDAmbRdsiStHalaial QpHV \
HISULPDQW FHV HIIHFWHXUV GH PDQLqUH VWDEOH DILQ G1Tp

effecteurs.

Mon projet de these est intégré au projet ANR StructuraLEP {2018; coordination I.

Fudal) visant a analyser fonctionnellement et structoraht des effecteurs e maculanset

j UHFKHUFKHU OHXUV LQWHUDFWDQWY 'DQV OH FDGUH GH
Orsay) est responsable de la production des effecteurs en systeme hétérologue et de leur

cristallisation dans le but detbrminer leur structure tridimensionnelle.
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Chapitre | :

AvrLm10
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/IH PR\HQ GH OXWWH OH SOXV HIILFDFH FRQWUH-aditt SKRPD
OfXWLOLVDWLRQ GH FXOWLYDUV GH FRO]D H[SULPDQW XQH
L. maculans A ce jour 11 interactions génétiques ont éténtdiées entre des genes
GTDYLUXIO MmagHahss lels genes de résistance correspondanB dapugRouxel et
%DOHVGHQW HW  JdQnhouldm bt YBié @ sAQLEH, AviHm2

AvrLm3 AvrLm47, AvrLmG AvrLmllet AvrLmJl Gou et al., 2006; Fudalet al., 2007;

Parlangeet al., 2009; Balesdengt al.,2013; Van de Wouvet al., 2014; Ghanbarniat al.,

2015; Plissonneawet al., 2017). Le clonage de ces 7 génes a permis de définir des
FDUDFWpPULVWLTXHV FRPPXQdeV n2otfankgiRild Yodaridey petit¥sO H
SURWPLQHYV VpFUpWpHYV QYD\DQW SDV RX SHX(iiGI§8ORIPRORJLI
localisés dans des régions génomiques riches en éléments répétés (isochdteaxklet al.,

2011) et sonttr¥ H[SULPpV GXUDQW OHV SKD Vi éBhapieRBHY GH O
reconnaissance par leur gene de résistance correspondant par des méwariésnasluant

des délétions complétes ou partielles des régions génomiques dans lesqueldoitslssag,

GHVY LQDFWLYDWLRQV SDU OH PpFDQLVPH GH 5,3 RX GHV P

perte de fonction de la protéine (Rouxel et Balesdent, 2017).

Le colza est un hybride interspécifique errerapaet B. oleracea deux especes proches
phylogénétiquement dont les génomes diploides se sont hybridés pour former le génome
allotétraploide d@&. napugU, 1935). Le colza possede donc des caractéristigues génomiques
héritées de ses deux espéeces parentales, y compris des génes de résistance. Ainsi, les genes de
résistanckiml, RIm4 et RIm7sont également présents clizzrapaet semblent provenir de

cetie espece (Lefloet al.,2007). Les résistances qualitatives du colza étant rares et souvent
UDSLGHPHQW FRQWRXUQpPHV G 1DIKX WatianssbgtQrébuermtenty pV LV W
recherchés chez les especes parentales. On peut citer |&Rigéhtde B. oleracea qui

UHFRQQDLW OH JA@QAMILG TXYLIXMPOWHHFWH OD SDUWLFXODULW
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chromosome dispensahld@alesdentt al., 2013), ou encore les genBém8 de B. rapaet
RIimMexdeB. oleraceaqui reconnaissent tous deux le geffellY L U X\@LrhJdx(Degrave,

Rouxel et Balesdent, comm. pers.). Mais des sources de résistance sont également disponibles
FKH] GTDXWUHYV BrasbBic vomrive Bsgeh&dighbetRIm6deB. juncegaBalesdent

et al.,2002). Enfin, une potentiellsource de résistance a été identifiee dBemigra Cette

résistance semble étre conférée par un seul gm0 FRQWUH OHTXHO SHX GYLV
ont été identifiés a ce jour (Chewetal., 1996; Kutcheret al.,2010). La région génomique
comprenat ce gene a été introgressée dans des cultivas dapus et ces cultivars ont été

mis au champ durant 2 saisons culturales a 6 localisations différentes en France afin de forcer
OTDSSDULWLRQ GH VRXFKHV YLUXOHQRMHM BW B LJ@QH LGSTHDQ\

correspondant RIm10(Projet ANR AvirLep 20082011).

$YDQW PRQ DUULYpH OfpTXLSH DYDLW LQLWLp OTLGHQWL
AvrLm10 de L. maculansreconnu par le gene de résistaiRien1Q Grace a un clonag

positionnel classiqué&yvrLm10a été cartographié dans une régionlbmeérique comprenant

un isochore AT. Deux genes, en orientation inverse, séparés par une région intergénique de 7,6
NE H[SULPpV SHQGDQW ®@fdniediietes Reins $écRmesihkhiehtété

prédits dans cet isochore AT. Ces genes présentant les mémes caractéristiques que les géenes
GIDYLUXOHQFH GphM¢ular s @gnstitkaieht [de bons candidats pAurLm10

et ont été renomm@&svrLm10G1 et AvrLm1G2.

Afin de déterminer lequel de ces deux génes est reconn®RIpdiQ des expériences de
complémentation fonctionnelle et desitencing» avaient été réalisées. De maniere
intéressante, une souche virulenteasigs deRIm1Q complémentée avec un seelcks genes

HVW WRXMRXUV FDSDEOH G TRIQIHIeWeHa toxRlermentatidhayde @sS RV V ¢
GHX[ JgQHV HW OHXU UpJLRQ LQWHUJpQLTXHRI®RHOWDRHW G L

méme, le wilencing? GTXQ VHXO GH FH \Walg&happdi &/dattetecbhbaidaapas.
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I THQVHPEOH GH FHV UpVXO0OWAMWNWLEL eBAYUMRIOY e@ieht foRQdSO X UH T
deux nécessaires pour induire la reconnaissanc&RlpatQ Plusieurs hypothéses peuvent
SHUPHWWUH G TH][S((pALXHOIL etAvILpIOX Dtdvdgivéent physiquement et

RX LL FHV GHX[ HITHFWHXUV SRVVgQGHQW XQH FLEOH YpJyg
MH PH VXLV DWWHOp j OD FDUDF WpdtAWLINYBL RHQV | R Q T MALRRLGHDA
delerSRVVLEOH LQWHUDFWLRQ SK\WVLTXH /HV LQIRUPDWLRQ
HW OD YDOLGDWLRQMIBdE WP HDAQNLGTXH OfTpOXFLGDWL
LOQWHUDFWLRQ SK\WLTXH VRQW SUpVHQW p VewsRixXpoudl® IRUPH
MRXUQDO 1HZ 3K\ WRORJLVW $UWLFOH '‘DQV OH UHVWH G
GIDQDO\WH IRQFWLRQQHOOH TXH MYDL REWHQXV DX FRXU?
UHFKHUFKp OHV FLE OH-YevYAvimY0R, @slicempdrtnebts Pellulaires ciblés
par AvrLm101 et AvrLm102 (en les exprimant avedeurs peptidesVLIQD X[ GTIDGUHVYV
extracellulaire ou en les exprimant dans une plante plus proche de leur plante hote) et les
processus cellulaires ciblés pas@ffecteurs (via des tests de suppression de la mort cellulaire
GDQV OH WDEDF -YDL pJDOHPHQW FKHUFKp j GpWHUPLQHU
GfpFKDSSHU j OD UHFRQQDLVVDQFH SDU 5@wrLm1ol@EILQ FRP
AviLml1G2 DYDLHQW pWp WURXYpV GDQV GHV JpQRPHYV GIDXWU!
également cherché a savoir si des paralogues pouvaient étre présents dans le génome de

maculans
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Summary

X Interactions betweeheptosphaeria maculapsausal agent of stem canker of oilseed
UDSH DQG LWV %YUDVVLFD KRVWY DUH PRGHOV RI FKRI
for- JHQH" FRPSOHPHQW D U lv&sifieidvto In€réasédR@mpekity In e
course of planpathogen ceevolution. Here, we comfort this postulate by investigating
the AvrLm210avirulence that induces a resistance response when recognized by the
Brassica nigraresistance genelim1Q

X Using genomebased majbased cloning, we identified and cloned tworLm10
candidates as two he#nthead genes located in a stgtomeric repeatich region of
the genome. ThAvrLm10genes encode small secreted proteins and show expression
profilesin plantasimilar to those of alL. maculansavirulence genes identified so far.

x Complementation and silencing assays indicated that both genes are necessary to trigger
Rlm10resistance. Y2H, BiFC and FREHLIM assays showed that the two AvrLm10
proteins physicallynteractin vitro andin planta

X Some avirulence genes are recognized by two distinct resistance genes and some
avirulence genes hide the recognition specificities of anotherLQuaculanamodel
illustrates an additional case where two haatlead geas are necessary to induce
resistance. Interestingly, recognizable orthologues exist for both genes in other
phytopathogenic species, with a similar genome organization, which may point to an

important conserved effector function linked to heterodimeanatf the two proteins.

Key words (5-8) (words in the title must be in)
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Introduction

Fungi are the most devastating pathogens of plants, including crops of major economic
importance (Fisheet al, 2012). Genetic control is widely used to cope with &ing
disease and it mainly relies on the use of major resistance genes. Major resistance genes
obey the gendor-gene interaction model that states that for each gene controlling
resistance in the host there is a corresponding gene controlling aviruletice in
pathogen (Flor, 1971). Pathogen avirulence genes can be recognized directly or
indirectly by plant resistance genes triggering a set of defense responses termed
Effectortriggered immunity (ETI) and frequently leading to an hypersensitive response
(HR; Jones and Dangl, 2006). Since singéne resistances exert a selection pressure
on a single gene of the pathogen, they are easily defeated by pathogen species with a
high adaptive potential (Rouxel and Balesdent, 2017). Virulence can be acquired
throughloss or mutation(s) of avirulence genes, leading to a compatible interaction and
disease development. Molecular ptamtrobe interactions are thus subjected to an
3DUPV UDFH" EHWZHHQ SODQW\alp201B). FieWuedaihg V' $Q G+
number ofavirulence genes cloned in filamentous fungi infecting agronomically
important crops indicates that, even if the canonical-g@ngene model is still the rule,
more and more neoonventional gen#or-gene relationships exist (Bourras al,

2016). Exarples of variations in the canonical model include cases where an avirulence
gene is recognized by several resistance genes, a resistance gene recognizes avirulence
genes from distinct organisms or an avirulence gene hides another avirulence gene
(PetitHoudenot and Fudal, 2017). These rmmmventional relationships may have
consequences on the molecular mechanisms leading to avirulence switch to virulence
and, consequently, on resistance gene management. While ability of avirulence genes

to hide another axilence gene could be explained by longegolution of pathogens
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with their host plant, cases of avirulence genes recognized by several resistance genes
may be explained by the way that agronomic crops were obtained (e.g. through
interspecific hybridizabn) and improved (through introgression of resistance genes

from wild related species into cultivated crops).

The Dothideomycetéeptosphaeria maculans the causal agent of stem canker disease of
oilseed rapeRrassica napus The most efficient way toontrol this disease is genetic control
combining qualitative and quantitative resistance of the host plant @ialn 2010). To date,

eleven relationships between avirulence genes romaculangAvrLm) and major resistance

genes RIm) from Brassicaspecies have been genetically identified (Rouxel and Balesdent,
2017).B. napuss a natural interspecific hybrid which belongs to a group of genetically linked
Brassica specie8rassica nigra(black mustard:BB genome)B. rapa(AA genome) and.
oleracea(CC genome) are three diploid species who hybridized one another to form the three
allotetraploid specie®. napus(AACC), Brassica juncea/AABB) and Brassica carinata

(BBCC) (U, 1935). While available sources of resistance are sparse in niddeapus
cultivars, which are famed to have a narrow genetic basis, resistance sources are available in
those closely related plant species and are resources of choice to introgress novel resistances in
B. napusIndeed some resistance geneBohapussuchasRIm1, RIm4andRIm7are present

also inB. rapaand likely originate from this progenitor (Leflon et al., 2007). OfRlengenes

not yet used iB. napusencompasf&Iml11from B. rapg which recognizes the avirulence gene
AvrLm1llof L. maculanslocalized on a dispensable chromosome of the fungus (Balestlent

al., 2013), orRIm5 and RIm6 from B. juncea(Balesdentet al, 2002). RIm6 is already
introgressed in some oilseed rape genotypes, but this resistance source has not been exploited
commercially ye(Chévreet al, 2008).SevenL. maculansavirulence genes have been cloned
(AvrLm1, AvrLm2 AvrLm3 AvrLm47, AvrLm§ AvrLmlland AvrLmJX Goutet al, 2006;

Fudalet al, 2007; Parlanget al, 2009; Balesdergt al, 2013; Van de Wouwet al,, 2014;
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Gharbarniaet al, 2015; Plissonneaet al, 2016) and allowed us to define their common
characteristicd.. maculansavirulence genes (i) encode small secreted proteins with no or low
homologies in the databases, (ii) are located in rejaategions of thgenome (Rouxedt al.,

2011), (iii) can evade recognition by resistance genes through a large variety of mechanisms
including large deletions, inactivation through accumulation of mutations or point mutations
(Rouxel and Balesdent, 2017), (iv) are, fpart of them, highly involved in fungal
aggressivenesayrLm47, AvrLm3 Huanget al, 2006; Huan@t al., 2010; Plissonneaat al.,

2017), (v) may show neoonventional relationships with their cognate resistance gene
(AvrLmlis recognized by the resisize genefklmlandLepR3 AvrLm47 is recognized by
Rim4andRIm7, AvrLm47 hidesAvrLm3from RIm3mediated recognition; Goet al., 2006;

Parlangeet al, 2009; Larkaret al, 2013; Plissonneaet al, 2016).

A potentially efficient resistance sourb@as been identified iB. nigra This resistance is
conferred by a single gene, calleRtn10(Chévreet al, 1996), against which very few virulent
isolates ofL. maculanshave been identified to date (Kutcheral, 2010).RIm10has been
introgressed iB. napusbut has not been yet deployed in fielBs.nigrais the firstBrassica
species that diverged from the Brassicaceae faBilpigraandB. oleracealiverged 20 Mya;
Arias et al, 2014). Deciphering the interaction betwédm10andAvrLm10would allow us
determining (i) ifAvrLm10shares the same characteristics as previously clonetculans
avirulence genes, (ii) AvrLm10andRIm10display a canonical gefer-gene relationship and

eventually (iii) whether resistance sources from distaethted species may be more durable.

In this paper, we investigate the relationship betwklemlOfrom B. nigraandAvrLm10and
describe original features compared to previously characterized interactions bétween
maculansavirulence genes and resistagemes from species more closely relateB.toapus
. (i) AvrLml10andRIm10do not display canonical geifier-gene relationship sinc&vrLm10

corresponds to two close hetmdhead avirulence gene&yrLm101 andAvrLm102 and both
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genes are necessary to triggggml10mediated recognition; (ii) while. maculansavirulence
genes often have no homologues in the databasesAtdim161 and AvrLm102 and their
genome organization are conserved in several fungal phytopathogen sfigcfesim10-1
and AvrLm102 physically interacin plantg and (iv)AvrLm1G1 negatively regulates fungal

aggressiveness by restraining leaf lesion development.

Material and Methods

Leptosphaeria maculanbacteria and plant growth conditions

Isolate HBS7 (previously S7) is a singlscospore isolate recovered from a pseudothecium
developed at the stem base of the monosdninapusB. nigra oilseed rape addition line
1/7$ 1 SRVVHRMLODAuSWB(UAet al, 2001). This isolate belongs to theaaov1-5-
6-7-(8), i.e is avirulent towardRIml, RIm57 but virulent toward other resistances including
RIm10(Brunet al, 2001, Lefloret al, 2007). The v23.1.3 (aka JN3) (Avi15-6-7-8-10) and
v23.1.2 (aka JN2) (AvB-7-8-10) isolates of.. maculangBalesdentt al, 2002) are avirulent
towardsRIm10and were used for clonirgvrLm1Q Isolate v70.94 is a progeny isolate from
the HB-S7xJN2 cross, and is virulent towdRtim10andRIm1(Av5-6-7-(8)). In vitro crosses

and progeny isolates recovery were parfed as previously described (Balesdstrdl, 2013).

All fungal cultures were maintained on V8 juice agar medium, and highly sporulating cultures

were obtained on V8 juice, as previously described by Aivselayahet al (1995).

Escherichia coiVWUDLQV '+ . DQG '% ,QYLWURJHQ ZHUH JURZ
Agrobacterium tumefacierstrains C58C1, C58::pGV2260 and GV3101::pMP90 (Helkins

al., 2000) were grown in LB or YEB media (badieef extract: 5g/l, bactgeast extract: 1g/l,

bacto gptone: 5g/l, saccharose: 5g/l, MgSQM) at 28°C. Antibiotics were used at the

following concentrations: rifampicin 25 pug/ml, ampicilin 50 pg/ml, kanamycin, streptomycin,

spectinomycin and gentamycin 100 pg/ml.
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B. napusplants were grown in growth chéaers with 16 h of day (22 °C, 80% humidity) and 8
hof night (18 °C, 100% humidity)Nicotiana benthamianglants were grown in growth

chambers with 16 h of day (25 °C, 50% humidity) and 8 h of night (22 °C, 50% humidity).

Inoculation tests

All isolates were phenotyped for their virulence towarBéml and RIm10 oilseed rape
genotypes using a cotyledamoculation test (Balesdeat al, 2002). Spore suspensions of each
isolate were inoculated on 2 plants of each of tH& napuscvs or lines Westar (& gene),
Columbus RImX:RIm3 and FuEurol 74 RIm1Q. Symptoms were scored -PA days post
inoculation (dpi) using a sernguantitative 1 (avirulent) to 6 (virulent) rating scale in which
scores 13 represent different levels of resistance (from typicaltblRelayed resistance) and
4-6 different levels of susceptibility (mainly evaluated by the intensity of sporulation on lesions)

(Balesdentt al, 2005).

For aggressiveness studies, isolates were inoculated on the two susceptible varieties Aviso and
ES-Astrid using 1042 inoculation points per isolate per plant variety. At 12 dpi, cotyledons
were scanned to measure lesion areas. Experiments were repeated twice. Median lesion areas
were calculated and the data were subjected to ANOVA and tparametric orrelation tests

(Spearman correlation) using XLSTAT 2013.4.03.

DNA manipulation and genetic mapping

Genomic DNA was extracted from conidia suspensions using the DNeasy 96 Plant Kit and the
QIAGEN BioRobot 3000 or DNeasy Plant Mini Kit according to madblEW XUHU TV

recommendations. Sequencing was performed using a Beckman Coulter CEQ 8000 automated
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VHTXHQFHU %HFNPDQ &RXOWHU )XOOHUWRQ &% 86% DFFF

or performed by Eurofins Genomics (Eurofins, Ebersberg, Germany).

The generation of minisatellite markers or markers specific for junctions of repeated elements,
the primer design and marker mapping were performed as previously described (Plissbnneau

al., 2016).

RNA extraction, reverse transcription and gRTR analyis

RNA-extraction and reverse transcription were performed as described by Plissenhakau
(2016). Quantitative R-PCR was performed using a 7900 feale PCR equipment
(AppliedBiosystems, Foster City, CA, U.S.A.) and ABsolute SYBR Green ROX dUTP Mix
(ABgene, Courtaboeuf, France) as described by Fatddl (2007). To evaluate the expression
profile of avirulence genes during infection, Ct values were analysed as described byeMuller
al. (2002). In silencing assays, the residual expressidnrdin161 andAvrLm1G62, compared

to those of the wild type isolate, were analysed according to thé&'&ethod (Livak and
Schmittgen, 2001). For each value measured, two technical replicates and two biological

replicates were done. All primers used for gqRCRare detailed in Table S1.

Vector construction for complementation, silencing and transient expression

The construction of vectors used in our study is detailed in Supplementary methods 1 and Table

S2.
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Fungal transformation

A. tumefacienstmediated tansformation (ATMT) was performed as described by @oal.
(2006). Transformants were selected on minimal medium supplemented with 50 pg/ml
nourseothricin (WERNER, BioAgents, Jena, Germany), purified by single conidium isolation

and maintained on selést medium.

Annotation ofAvrLm101 andAvrLm1G2 genes

$QQRWDWLRQ RI 1 DQG T XQWUDQVODWHG UHJLRQV 875
SRVLWLRQV ZHUH SHUIRUPHG IROORZLQJ 3&NBeEFHE@LILFDWL
cDNA using the SMARTer RACE cDNA Amplification kit (Clontech) according to
PDQXIDFWXUHUTV UHFRPPHQGDWLRQ1, DXaeeAviKidlon J UD
5'raceAvrLm162, nested5'raceAvrLm1p, 3'raceAvrLml1e2 and nested3'raceAvrLmiD

(Table S1) as specific primers. Geannotation was confirmed using RMAq data from

Gervaiset al, (2016) and the CLC Genomics Workbench v7.5.1 (Qiagen, Venlo, Netherlands).

Yeast tweHybrid Assay

Yeast two+\EULG < + DVVD\ ZDV SHUIRUPHG XVLQJ WKH ODWTF
Hybrid SyswHP NLW &ORQ7HFK 7DNDUD 6KLJID -DSDQ DF
recommendations. The gen@agLm101 andAvrLm102 without the signal peptide sequences
wereamplified from cDNA of isolate JN3 (Table S1) and introduced into vectors pGADT7 and
pGBKT7, respectively. Vectors pGADT7 (bait protein) and pGBKT7 (prey protein) were
introduced intoSaccharomyces cerevisiaggains Y187 and Y2HGold, respectively. Crosses
between Y187AvrLm1G1 and Y2HGoldAvrLm1G2 were performed by coulture of both

strains for 24 h in 2x YPDA broth at 30°C and 200 rpm. Serial dilution§ (@%, 102 and 10
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4) were spotted on selective media and incubated-Sod@ys at 30°C. Fotlay 2H experiments,
a positive control (the diploid strain Y187 x Y2HGoldP53) and a negative control (the
diploid strain Y187T x Y2HGold /DP ZHUH LQFOXGHG DFFRUGLQJ

recommendations.

Transient expression assays

A. tumefacienstrains C58C1 or GV3101::pMP90 containing Gatewampatible vectors
expressingAvrLm101, AvrLm102 or AvrLm47 from the CaM\35S promoter were grown
overnight in 10ml LB with appropriate antibiotics at 28°C. Overnight cultures were diluted 5
fold in YEB medium with appropriate antibiotics and incubated at 28°C during 4 h. Bacterial
cultures were then centrifuged 5 min at 5808nd pellets were resuspended in agroinfiltration
medium (MES: 10 mM, MgG!I 10mM, acetosyringonel0 mM, Acetosyringone: 200ui) t
ODs0o=0.5. After 23 h at room temperature in the daAgrobacteriumsuspensions were

infiltrated in 45 weeks oldN. benthamiandeaves using a 1 ml syringe.

For the subcellular localization determination experiments, agrobacteria transformed with
Gakewaycompatible vectors pSH2CA and pSite6C1, constitutively expressingvrLm101,
AvrLm102 or AvrLm47 fused to eGFP and T&RFP respectively, were prepared as previously
described. For the BiFC experiments, bacteria transformed with Gatangyatibé vectors
pSitenEYFRC1, pSitenEYFRN1, pSitecEYFRC1 and pSiteEYFPN1 expressing
AvrLm1G1, AvrLm1G2 or AvrLm47 were prepared as previously described, and bacterial
suspensions were mixed in a 1:1 ratio, and infiltrated. All the cloning proceahereetailed

in Supplementary methods 1 and Table S2, and the Gateway vectors have been described by

Martin et al. (2009).
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Confocal laser scanning microscopy

Microscopy analyses were performed using a Leica TCS SPE laser scanning confocal
microscope and 63 x water objective lenbl. benthamiandeaves were observed 48h post
infiltration. The following excitation and emission wavelengths were used; GFP: excitation 488
nm, emission captured using a 489 nm broagpass filter; RFP: excitation 532 nemission

558 to 582 nm; YFP: excitation 488 nm, emission 514 to 527 nm; chlorophyll: excitation 432
nm, emission captured using a 66890 nm broa¢pass filter. The detector gain was between

800 and 900, with an amplifier offset-@.6. All images are mresentative of at least ten scans.

FRET-FLIM and Data Analysis

Fluorescence lifetime of the donor was experimentally measured in the presence and absence
of the acceptor. FRET efficiency (E) was calculated by comparing the lifetime of the donor
(GFRAvrLm10-1) in the presencepg) or abscence f} of the acceptor (AvrLm1@2-RFP):
E=1-(toa)/(tp). Statistical comparisons between control (donor) and assay (donor + acceptor)
lifetime values were performed by Studémest. FRETFLIM measurements were perfned

using a FLIM system coupled to a streak camera (Kriskehah, 2003).The light source (I =

840 nm) was a pulsed infrared laser working at 2 MHz (Spé&ttyaics, USA)AIl images

were acquired with a 60x oil immersion lens (Plan Apo 1.4 numexpeature, IR) mounted on

an inverted microscope (Eclipse TE2000E, Nikon, Japan) coupled to the FLIM system. The
fluorescence emission was directed back out into the detection unit through a GFP band pass
filter (520/25 nm). The FLIMunit was composed of a streak camera (Streakscope C4334,
Hamamatsu Photonics, Japan) coupled to a fast and high sensitivity CCD camera (model
C880053C, Hamamatsu). For each cell, average fluorescence decay profiles were plotted and
lifetimes were estimateby fitting data with an exponential function using a-ioear least

squares estimatigorocedure (detaileth Cambordeet al,2017, in press).
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Results

Avirulence towardflm10is controlled by a single gene and genetically linke®wd-m1

Isolates HBS7 (Av1-5-6-7-(8), virulent onRIm10, Mat12) and JN2 (Av56-7-8-10, avirulent

on RIm10, Mat11) were crossed. A total of 114 random progeny isolates were recovered and
phenotyped for virulence towaRIm10andRIm1 A 47:67 A:V segregation ratio for vience

on RIm10was observed in the progeny, consistent with a single gene control of the phenotype
(p(CHI2) =0.061). A segregation distortion was observed for virulence tdlartl(70V:44A,
p(CHI2) =0.015). The high number of parental types in the prod&69) compared to
recombinant isolates between virulence towRhthlandRIm10(11; Table 1) suggested that

the locus responsible for avirulence tow&idh10was genetically linked téwrLm1.In order

to exploit the predicted effector repertoire from Heguenced isolate JN3 (Av1,4,5,6,7,8,10,
avirulent onRIm10, Mat12), JN3 was crossed with v70.94Matl-1 progeny of cross #70
virulent on RIm1Q The single gene control of virulence towaRim10 was confirmed

(39V:43A,p(CHI2) = 0.659), as was its linga withAvrLm1(Table 1).

Fine mapping oAvrLm10identifies erroneous assembly in the genomic region

In the course oAvrLmlandAvrLm6cloning, a BAGclone contig encompassing this region

was entirely sequenced, from which markers and a genetic map of the region were designed
(Gout et al 2006, Fudakt al. 2007).AvrLm1, AvrLm10and the two markersinLm1 and

MycPKS bordering theAvrLmZ:AviLm6 UHJLRQ RQ LWV 9§ DQG ¢ VLGHYV
mapped in cross #72, indicating thatrLm10was located at 10.7 cM froMycPKS RQ WKH 1
side of the linkage groupinLm1, AvrLmlandAvrLm6mapped on the supepntig 6 (SC6)

of the whole seque&e of JN3, whileMycPKSZDV ORFDWHG RQ WKH ¢ VLGH F
suggesting thaAvrLm10locates on SC11. However, examination of gene order on the BAC

clone contig and on SC11 revealed inconsistent gene order, although the sequences
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corresponded to &hsame isolate. Alignment of SC11 and the Bédbtig confirmed an
LQYHUVLRQ RI WKH VHTXHQFH LQ WKH 1 HQG-jurdtioh& )LJ
PDUNHUV ZHUH JHQHUDWHG LQ WKH UHJLRQ FRQILUPLQJ D
SC11 Inked in an inverse order to SC6, while markers located in the rest of SC11 build up an
independent linkage group. Those results indicate tha’tmem10 locus is located in a

telomeric ATrich region, either at the end of SC6 or in the first 276 kb oflISC1

Two neighbouring genes encoding Small Secreted Proteins (SSP) are candidatdsdi0

From the effector repertoire of JN3, only two effector gene candidates, situatetb-esdi
in this region, were identifiedLema P086540.1and Lema_P086550.1displayed a
presence/absence polymorphism following PCR amplification between avirulent and virulent
parental isolates. If taking into account as a marker the PCR amplification of both genes, the

two markers fully cesegregated with the avirulence locus.

We performed manual annotationladma_P086540.andLema_P086550.by RACEPCR

and confirmed the automated annotationema_P086540.but not the intron prediction of
Lema_P086550.1 ema_P086540.1s 938 nt long, witha24ES ¢ 875 -BS ¢ 875

and three introns, and encodes a 102 amino acid, cysieméseven cysteines in the mature
protein) secreted protein (SignalP 4.1, Peteetet, 2011). Lema_P086550.1s 829 nt long,
withal33ES § 875-BS 1 875 DQG RQH LQW84RQNOBPCYSHEPERGHYV T
poor (one cysteine in the mature protein) secreted proteéma P086540.1and
Lema_P086550.5howed similar expression kinetias planta (Fig. S1). Their expression
peaked 7 dpi, similar to the typical pattern of expression. ohaculanseffectors during the

early stages of plant infection. The two genes are separated by a 7.6 kb intergenic region. This
intergenic region is made of degenerated relics of transposable elements (TEs) and does not

contain other expressed sequendgben the two candidate avirulence genes (Fig.2A, B). The
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intergenic region mostly encompasses TEs with low or medium copy numbers, one of which
only being represented 10 times in the genome. In contrast, the whole region is surrounded by
high copy numberetrotransposons that are present in more than 1000 copies in the genome

(Fig. 2A, Rouxelket al. 2011).

Homologs for proteins encoded hema_ P086540.5nd Lema_P086550.with the same
headto-head orientation and the same cysteine spacing were foutiteirfengal species such
ad_eptosphaeria biglobosa thlaspit anotherLeptosphariaspecies belonging to the same
species complex ds maculangGrandauberet al, 2014) 1 but not in other members of the
species complex. Lema_P086540.1 and Lema_P08655tnblogs were also found in two
other Dothideomycetes species and in some Sordariomycetes SDohedstrichumspecies,

all of them being fungal pathogens of plants (Table 2). Homologs for the protein encoded by
Lema_P086550.1n Colletotrichum sppare annotated as histidine permeases. However the
histidinepermease domains found iolletotrichum homologs were not found in
Lema_P086550.protein. We cannot thus hypothesize about a potential function for this

protein.

Lema_P086540.protein also sbwed homology with proteins of another phytopathogenic
Dothideomycete and a Leotiomycete, and with the Sordariomyegsarium oxysporum
avirulence protei®ix5 (Table 2), shown to be recognized by the same tomato resistance protein
as Avr2, whose encodirgene is located head-head withSIX5(Ma et al 2015). However in

this case the protein encodedAyR2is not homologous to tHeema_P086550.frotein.

Both AvrLm1G31 andAvrLm1032 are needed to induce avirulence

Six constructs, containing eitherabaof the candidate genes alone, or the two genes, with or

without their intergenic region (Fig. 2C) were introduced via ATMT in isolate v70.94, virulent
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on RIm10.13, 5 and 6 transformants containibgma_P086540,1Lema_P086550.br both

genes without thir intergenic region, and 7, 5 and 8 transformants containing
Lema_P086540,1Lema_P086550.1and part of their intergenic region) or both genes
including their entire intergenic region, respectively (Fig. 2C), were inoculatdapuscvs

Westar and B-Eurol74 (Fig. 2C and Fig. S2). All isolates were virulent on the susceptible
cultivar Westar. Isolate v70.94 complemented with eitheema P086540.1 or
Lema_P086550.hlone, with part of or without the intergenic region remained virulent on
RIm10 Compkmentation with the two genes without the intergenic region restored an atypical
avirulence characterized by a delayed resistance response. Complementation with the two genes
and their intergenic region restored the avirulent phenotype, suggesting thentsgand their

intergenic region are necessary to induce full resistance (Fig. 2C).

As a complementary approach, each gene was silenced using RNAI in the avirulent isolate JN3.
The relative expression level of the candidate genes in transformed isateged between 7%

and more than 100% of that of the wilghbe isolate (Fig. 3). Following inoculation, all
transformants remained virulent on the susceptible control Westar (data not shown). When
inoculated orRIm10plants, a range of phenotypes was obskeri@ansformants showing a
weak level of silencing (i.e. an expression level higher than 30% or 45 % of that of JN3 for
Lema_P086540.andLema_P086550,respectively) were still avirulent dim10plants. In
contrast, isolates with a higher level of seng escaped recognition lRIM10(Fig. 3). In
addition, the efficiency of the recognition, as measured by the percentage of inoRutai€d

plants displaying a typical HR, negatively correlated with the level of silencing (Spearman
correlation, p<0.00D for each gene; Fig. 3). These results confirmed that expression of both
Lema_P086540.and Lema_P086550.1s necessary to indudeimlGmediated recognition

and those genes were renamdetLm101 andAvrLm102 respectively.
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AvrLm10-1 and AvrLm1@2 physcally interactin vitro andin planta

Since AvrLm101 and AvrLm102 are both required foRIm1G@mediated recognition, we
examined whether their products physically interact using the yeastytoral system. Diploid
yeast strains from the cross betweét87-AvrLm1G1 and Y2HGoldAvrLm1G2 grew on

selective media, while Y18&vrLm101 or Y2HGoldAvrLm1G2 alone did not (Fig. 4A).

These data suggested that AvrLiil@nd AvrLm162 proteins physically interaat vitro.

In order to confirm the interactionetween these two proteins planta Bimolecular
Fluorescence Complementation (BiFC) experiments were performed. All possible
combinations (N and @&rminal parts of YFP fused to either N ort€minal parts of
AvrLm10-1 or AvrLm102) were transiently expssed inN. benthamiandeaves usingA.
tumefaciensTwo combinations allowed us to observe YFP fluorescence: dieeniNnal part

of the YFP fused to the-té¢rminal part of AvrLm16l coexpressed with the-t€rminal part of

the YFP fused to the -@rminal @rt of AvrLm162 (nEYFRAvrLm10-1 + AvrLm10-2-
CEYFP; Fig. 4B), and the-@rminal part of the YFP fused to thet&minal part of AvrLm106

1 coexpressed with the-términal part of the YFP fused to thetd&rminal part of AvrLm1e
(cEYFRAvrLm10-1 + nEYFRAvrLm10-2; data not shown). In both cases, a YFP fluorescence
signal was observed in the nucleus of tobacco cells. This YFP fluorescence suggested a physical
interaction between AvrLm2@ and AvrLm102. AvrLm4-7 fused to cEYFP (AvrLm&-
CEYFP) coeexpressedvith nEYFRAvrLm10-1 was used as negative control and no YFP
fluorescence was detected, highlighting the specificity of the interaction between AviLm10

and AvrLm102 (Fig. S4).

To further validate this interaction, an planta fluorescence resonance eme transfert
fluorescence lifetime imaging (FREALIM) analysis was performed. AvrLmiD and
AvrLm10-2 fused to GFP and RFP, respectively, were expressed in leaf epidermal bells of

benthamianaConfocal laser scanning microscopy of G&RLmM10-1- and AwLm10-2-RFP
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expressing cells detected fluorescent signals in both the cytoplasm and the nucleus (Fig. 4C),
indicating that both fusion proteins diffuse freely between the nucleus and the cytoplasm, which
is in accordance with their low molecular weightniomoblot analysis with aneFP and arti

RFP antibodies confirmed proper expression of the recombinant proteins (Fig. S3). FRET
FLIM experiments were performed on the cytoplasm eransformed cells. AvrLm# fused

to RFP, which was also detected in bibté cytoplasm and the nucleushbfbenthamianaells

(Fig. S4), was used as negative control. The lifetime of GFP fluorescence was significantly
reduced in cells cexpressing GFAvrLm10-1 and AvrLm162-RFP compared with cells
expressing GFRAvrLm10-1 done (Table 3). This is indicative of plantainteraction between
AvrLm10-1 and AvrLm102. Conversely, ce@xpression of GFRAvrLm10-1 and AvrLm47-

RFP resulted in a nemo significant reduction of the GFP fluorescence lifetime was observed
when ceexpresing GFRAvrLm10-1 and AvrLm47-RFP despite the subcellular

colocalization of both proteins (Table 3).

Taken together, these results suggested that Avrtrdrid AvrLm102 interact physicallyn

planta

AvrLm1061, but notAvriLm1G2, has a neqgative effech lesion size

Nine and 15 isolates silenced for eitAerLm101 or AvrLm10G2, respectivelywere used to
estimate the role of each gene in aggressiveness. Each isolate was inoculated on two susceptible
varieties and cotyledon lesion areas were measWtetpil Using ANOVA, we detected an

effect of both the plant variety and the fungal isolate on lesion size, but no variety x isolate
interaction. The leaf lesion size was negatively correlated to the level of residual expression of
AvrLm1G1,i.e. lesion o€ increased wheftvrLm10G1 was silenced (p=0.025) (Fig. S5, Table

S3). In contrast, silencing éfivrLm102 had no significant effect on leaf lesion size.
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Discussion

In this study we characterized two maculanggenes involved in an unusual two (avirudeh
geneszfor tone (resistance) gene relationship. Avirulence toiRind10was firstly thought

to be controlled by a single gene following genetic analyses. Geassmed mapased
cloning pointed again to an Aisochore genome environment, as it bagn systematically
reported for.. maculansavirulence genes thus far (Rouxel and Balesdent, 2017 )-bisisgd
identification of the genetic interval was complicated by an incorrect assembly of this genomic
region, artificial merging of two chromosome eraisd inversion of the distal part of the
chromosome so that telomeric repeats are located ca. 350 kb from the extremity of the
chromosome. Reassembly, fine mapping and a presence/absence polymorphism analysis next
pointed to two genes showing all the cleéeastics of typical.. maculansavirulence genes

(i.e. genome location and isolation in the middle of largeigothores, typical expression
SDWWHUQ RI 3HDUO\" H lihhhlamaRApr¢ssion IV dpi,0an® shislitedrdenes
encoding proteinsrpdicted to be secreted, with no recognizable functional domain and, in one
case,enriched in cysteine residues). Their genome location is unusual in that it is clearly
telomeric, the two genes being located less than 100 kb from the chromosome extreraity an
ca. 13 kb from the nearest telomeric repeat. While this location has been commonly found for
avirulence genes of other flamentous phytopathogens siMhgsaporthe oryzafgFarman et

al., 2002), this is only the second avirulence gere ofaculanafter AvrLm3(Plissonneaet

al., 2016) with a telomeric location.

The most prominent feature A/rLm1Q however, is that avirulence is conferred by two head
to-head genesivrLm1G1 andAvrLm1G2, with a similar pattern of expression. Silencing of
only one of two genes is sufficient to escaplen10recognition and botiAvrLm1G61 and
AvrLm102 as well as their intergenic region are necessary to confer full avirulence towards

RIm10genotypes. To auknowledge a similar genome organization and cooperation of two
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genes to trigger avirulence has only been describ&adisarium oxysporurfi sp. lycopercici

(Fol) where the avirulence gengsr2 andSIX5are recognized by the same tomato resistance
genel-2 (Maet al 2015). As forAvrLm101 andAvrLm102, Avr2 andSIX5are two heado-

head genes separated by a 1609 bp intergenic region, localized in MQBLFKHG p%
chromosome (Schmidt al, 2013). Using Y2H and BiFC approaches d&lal (2015) showed

that Avr2 and SIX5 physically interact. A physical interaction has also been found here between
AvrLm10-1 and AvrLm102 using Y2H, BiFC and FREFLIM assays. Thugavrim1G1 and
AvrLm102 are expressed in the same plant tissues at the same time, and OAYribndl
AvrLm10-2 physically interacin planta The formation of an heterodimer may be linked with

the pathogen lifestyld:. maculangs an apoplastic pathogen while Fol is a xylem invader. In
both cases, secreted proteins must be protected againsr#epmysical conditions of the
apoplastic fluids or xylem sap (Doehlemann and Hemetsberger 2013). Usually, secreted
proteins, and noticeably effectors, are rich in cysteine residues to withstand those conditions
(Sperschneideat al 2015), but while thiss the case for AvrLm1Q and Six5, AvrLm1e and

Avr2 only present one and two cysteine residues, respectively. It is thus possible that
stabilization in the form of heterodimers protects AvrLr2l@nd Avr2 after their secretion
outside of the fungal dedind before their uptake by plant cells, as it has already been observed
for other protein couples (Kramet al, 2004; Schmaleret al, 2014). If formation of
heterodimers may be important firstly for protein stabilization in intercellular spaces, the
guestion is whether this is also important for recognition by the resistance protein and/or for
effector function. We may thus hypothesize that RIm10 is only able to recognize structural
features linked to a complex between AvrLmil@nd AvrLm1G2. In the @se of the Avr2

Six5-12 interaction, Maet al (2015) showed that heterodimers can be formed between Six5 and
a virulent isoform of Avr2 which does not trigger th@ mediated response. This strongly

suggests that triggering the resistance responseapendent of heterodimer formation. Only
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very few isolates virulent toward@lml10are available in our collection due to the lack of use

of this resistance source in the field. In addition, the few virulent isolates identified show
complete inactivation ofitherAvrLm1G1 or AvrLm102 via RIP mutations or deletions (MH
Balesdent, unpublished data). We are thus unable to evaluate at present whether heterodimer
formation is possible with virulent isoforms and whether this is a prerequisitelriolG

triggeredresistance.

Interestingly, in both Fol and. maculans interacting avirulence proteins are encoded by
neighboring headlo-head genes. It is likely that this genomic organization reflects the need for
the two proteins to act together: if both genes@gated in close proximity, there is less chance

to lose one of them by homologous recombination, which would render the second gene
ineffective. In Fol, the 1.6 kb intergenic region is considered as a common promoter governing
the concerted expression dfetAvr2 and SIX5 gene. Heado-head genes and short shared
promoters are usual features lin maculansessential genome (GiSochores), and are
indicative of a common regulation (Elliott and Howlett, 2006; Rezhwal, 2008). In AT
isochores, in contrasgffectorencoding genes are mostly present as solo genes in the middle
of TEs and are subjected to a chromd@sed regulation allowing the concerted expression of
multiple effector genes located in independent genomic regions as a function of theat gener
genome location rather than of the sharing of common promoters (&ogier2014). In this
respect it is unlikely that the 7.6 kb intergenic region betw&ehm101 and AvrLm102
behaves as a shared promoter. In spite of this probable lack of caegutation of expression

due to a common promoter region, the importance of the two genes in fungal pathogenicity is
strongly substantiated by (i) their unusually high level of similarity between putative orthologs
compared to other avirulence proteinsald®d tedate inL. maculans(ii) the conservation of

their genome organization in a series of unrelated fungal phytopathogens; and (iii) the

discontinuous phylogenetic placement of the occurrence of this orthologous gene pair in fungal
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speciesAvrLm101 shows a strong level of conservation in a series of Dothideomycete species
related toL. maculansbut also in many Sordariomycete species, and noticeably in related
Colletotrichumand Fusariumspecies. This is unusual for avirulence proteins often showing
very low or no homology in other fungal speci@srLm132 is much less conserved but is
found to be associated to tAerLm1G1 ortholog in two Dothideomycete species and four
Colletotrichumspecies €. salicilis, C. simmondsjiC. nymphaeaandC. orchidophilunj. In
all these cases, the genes are organized in atbdahd fashion with a short intergenic region

" NE WKDW PD\ LQGLFDWH D FRPPRQ UHJXODWheRQ 7R
involvement of this gene pair in pathogenicity has not been performed for these other species.
In all these cases, the genes are located in the regular core genome of the fungi and are directly
surrounded by other genes.LinmaculansGrandaubemttal. (2014) showed that five of seven
avirulence genes investigated showed break of syntheny with related species and have been
displaced in THich regions of the genome in the course of evolution. Atidm101-
AvrLm102 pair is thus another example ofd UXOHQFH JHQHV WKDW KDYH EF
plastic genome of. maculansduring evolution (Grandaubeet al, 2014). Importantly, the
headto-head organization has been conserved in this accessory genome compartment. Of main
significance, AvrLm161 shaes 37% sequence similarity with Six5, and five out of their seven
cysteine residues are perfectly aligned. Avr2, in contrast, has no homology with Av&L.m10
but the similarity of the organization of the series of gene pairs ortholdgsmaculansand
Cadlletotrichum species with theSIX5AVR2 gene pair organization, located in a-flieh
genome environment, in a species relateddlbetotrichum along with a similar ability to form
heterodimers, may indicate some extent of functional homology in effiectction between

the AvrLm101-AvrLm10-2 and Six5Avr2 pairs.

Another unusual particularity of the AvrLmABAvrLm10-2 pair lies in its effect on lesion

size. Until now, all three testdd maculansavirulence genes have been shown to promote
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lesion devatpment (Huanget al, 2010; Novakovat al, 2016; Plissonneaet al, 2017).
Isogenic lines or isolates complemented with the avirulence gene induced larger lesions than
those in which the gene was absent. In contrast, silencing of the avirulenceraligled
smaller lesions on cotyledons. These effects make sense for a leaf pathogen that relies on leaf
lesion size for asexual sporulation. Here, we observed different behaviors when silencing
AvrLm1G61 or AvrLm102.No significant effect on leaf lesion sizvas observed when silencing
AvrLm102 whereas silencingvrLm101 led to an increase in lesion size, suggesting that this
latter effector contributes to limitation of lesion expansion and may thus balance the effect of
other effectors. While this effetd countefintuitive for a leaf pathogen, it may be coherent
with the specific lifecycle ot.. maculans Indeed, contrasting with many other fungal leaf
pathogens, the leaf lesion is just one step in the fungal life cycle and asexual sporulation is
consideed as dispensable in the fungal pathogenic cycle (Rouxel and Balesdent, 2005).
Following leaf lesion developmenit, maculanshas a very long endophytic period. It thus
makes sense that to restrict leaf lesion development it needs to prevent earlgdsatisee

that would compromise its ability to reach in time the leaf vascular tissue and eventually head
to the stem. In this context, effectors with unusual effect may have been selected.during
maculangvolution to circumscribe the detrimental effetextensive leaf lesions and keep the

leaf alive until the end of the infection.

Cooperation of two proteins in the form of homodimers has been described in a few cases to be
indispensable for effector function. In other models, suctAaBs3 from Xantlomonas
campestrispv. vesicatoria (Gurlebecket al, 2005) or a series of crinkler effectors from
oomycete phytopathogens (van Damehal, 2012; Liet al, 2016), effector function depends

on homodimerization to manipulate plant gene expression or sspptent immunity. In
filamentous fungi, we describe here the second case where an heterodimer, guided by close

genomic proximity of the genes and common regulatory regions, is involved in effector
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recognition. However the importance of this protein asgimei to induceRIm10 triggered
resistance remains elusive. Even if the molecular mechanism explaining whinobth101
andAvrLm102 are necessary to triggRtm10recognition is not yet determined, our findings,
along with those of Maet al. (2015), povide examples of neoanonical gendor-gene
interactions between pathogens and their host plaRt.drysporumAvr2was firstly identified

as the avirulence gene triggering-mediated resistance in tomato (Houterratal 2009) and

later work showed thathe AVR2151X5gene pair is required to activdt@-mediated resistance
(Maet al 2015)., Based on these and our findings, it is tempting to speculate that, despite the
limited number of available strategies for validation of gene function and the globally low
number of avirulence genes currently cloned in fungi, gene cooperatidmenaayore common

strategy to trigger avirulence than previously anticipated (Boetrak 2016).
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Tables and figures

Table 1: Segregation analysis of interaction phenotypes towar®Im1 and RIm10 in

Leptosphaeria maculans

Interaction phenotype on  n° of isolates (and type of phenotypic class) in the proc

Rim1 RIm10 in cross 70 (JN2 x HEB7)  incross 72 (JN3 x v70.94)
Al A 4 (recombinant phenotype 36 (JN3 phenotype)
A Vv 40 (HB-S7 phenotype) 5 (recombinant phenotype
Vv A 63 (JN2 phenotype 7 (recombinant phenotype
Vv Vv 7 (recombinant phenotype 34 (v70.94 phenotype)

LA, the isolate is avirulent toward the correspond®himgene, V, the isolate is virulent
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1 Table 2: Conservation of the syntheny observed at th&vrLm10 locus.

% identity % identity Size of
Homolog for Size Cysteine Signal with Alignement Homolog for Size Cysteine Signal with Alignement Gene intergenic
Organism Class AvrLm10-1 (@aa)  number peptide AvrLm10-1 length (aa) AvrLm10 -2 (@aa)  number peptide AvrLm10-2 length (aa) orientation  region (bp)
: KXH27015
Col!le.totnchum Sordariomycetes KXH27014 Headto-
saiiels 119 7 Yes 59 84 166 2 Yes 41 93 head 748
C.olletc(thr!.chum Sordariomycetes KXH44036 KXH44035 Headto-
simonadsii 119 7 Yes 58 83 206 2 No 38 94 head 646
Colletﬁtrlchum Sordariomycetes KXH36920 KXH36921 Headto-
nymphae 125 7  Yes 55 82 170 2 Yes 37 83 head 765
Colftotnﬂum Sordariomycetes OHF02955 OHF02954 Headto-
orchidophilum 119 7  Yes 48 69 173 2 Yes 38 89 head 1129
Setosphaeria XP_0080201
turcic:f Dothideomycetes 86 XP_0080201 Headto-
120 7 Yes 40 72 85 170 2 Yes 29 90 head 1121
. . . . Headto-
XP_0140726 XP_0140726
Bipolaris maydis  Dothideomycetes 02 120 7 Yes 40 0 51 177 2 Yes 31 83 head 1083
Neofusicoccum Dothideomycetes XP_0075807
parvum 34 102 4 Yes 32 41 Tail-to-tail 651
Fusarium Sordariomycetes Headto-
oxysporum 4 122 7 Yes 37 59 head 943
FJ767863
Rhynchosporium Leotiomycetes 7599469 Headto-
agropyn 122 7 Yes 45 68 head 3157
Leptosphaeria Dothideomvcetes Lb_ibcn65_P Lb_ibcn65_P
biglobosathlaspii Y 011645 61 64 61 011644 170 39 92
2
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Table 3: FRET-FLIM analysis shows that AvrLm10-1 physically interacts with AvrLm10-2

in the cytoplasm ofN. benthamianacells

Donor Acceptor v SEM® '1© N@ E@© p-value®

GFP-AvrLm10-1 - 2.444 0.014 - 64 - -

GFRAvrLm10-1 AvrLm10-2- 2.008 0.025 436 75 17.8 7.6 x10%°
RFP

GFP-AvrLm10-1 AvrLm4-7-RFP 2.391 0.015 54 68 2.2 0.01

dMean lifetime in nanoseconds. Average fluorescence decay profiles were plotted and fitted with exponential functic

a nonlinear square estimation procedure. Mean lifetime was calculated accorthh@tBW 6 DWvith I(t) = 6 De '™

bStandard error of the mean

¢'t= \W- Wa, where\WlV is the lifetime in the absence of the acceptor ¥ is the lifetime of the donor in the presence

the acceptor
dTotal number of measured cells

®Percentage of FRET efficiency (E = WA/ V)

'PYDOXH RI WKH GLIIHUHQFH EHWZHHQ WKH GRQRU OLIHWLPHV t&t)W I
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Figure 1. Evidence for wrong genomic assembly in th&vrLm10 region and identification of
the region encompassing thé&vrLm10 locus.

A. Genetic map encompassiAgrLml, AvrLm2andAvrLmg from Goutet al. (2006) and Fudal

et al. (2007).B. Genetic mapping oAvrLm10in cross #72 (this study); In A and B, genetic
distances are expressed in centimorgans (EMl.ocalization of inked markers on supeontigs

(SC) SC6 and SC11 of the JN3 whole genome sequéndeene order and GC content of the

region identified from whole sequencing of a B&l©ne contig containindgwrLmlandAvrLm6

(Gout et al, 2006; Fudal et al, 200E).Suggested assembly between SC6 and SC11 supercontigs,
based on genetic linkage betwewLmland MycPKS the green vertical bar corresponds to a

region rich in telomeric repeats; note that the gene order is not compatible with that found from
BAC-clone wholesequencing shown inDj; F. Most probable genome assembly, following
truncation of SC11 into two independent regions, andVHPEO\ RI WKH 1 HQG RI 6&
RUGHU WR WKH 9 HQ Gssemlalg telomérd/répadi& ar®/ lodatedeetid of the
reconstructed SC, and tAerLm100ORFXV LV ORFDWHG EHWZHHQ WKH 0\F3.6
the chromosome.
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)LJ $YU/P$YU/P DQG WKH LQWHUJHQLF UHJLRQ EHWZHHQ W
QHFHVVDU\ WR LRHEGXAHVHGPUHFRIQLWLRQ

$$ IRFXVHG $UWHPLYV YLHZ 5XWKHUIRUG HW DO RI WKH
$YU/P DQS¥U/P JHQHV 7KH WZR JHQHV ZLWKS$SHUR® KRQWHOOR?Z
EHHQ UHDQQRWDWHG XVLQJ 5$&( 3&5 GHSBUWGQREWUR®@ [DQ H(
VXUURXQGHG EUDFW\FHGRPHSHQYLURQPHQW PDGH RI PRVDLF\
FRS\ QXPEHU UHWURWUDQVSRVRQ®ORILWPKSDDHQRE KH P RIK\N ON Z
WUDQVFULEHG LQ RSSRVLWH GE WHRWRRQW FREBH RNBQ QXWMNVY;
ORWRHGLXP FRS\ QXMEHIQN SIBRVRQV DQG XQFKDUDFWHUL]HG U
UHPQDQWY RI UHWURWUDQVSRVRQV /RQJ 7HUPLQDO 5HSHDW
5/*B3ROO\ DQG '1$ WUDQVSRMRDYHIHODMWQRD ' 7QBHFHDZH DQG

'70B,QJZH VXJJHVWLQJ WKH UHJLRQ ZDV VXEMHFWHG WR LQ
'1$ WUDQVSRVRQV B/PR)LINIG '77BYPQZBIUH UHSUHVHQWHG DV
FRSLHY LQWHUUXSWHG E\ /75081 BUBSREOIDUVR BRI SWKBR2 XQFKD U
HOHPHQW % BHOHPHQW 1RWH WKDW WKH XQFKDUDFWHUL]
/| PDFXEN@WVLFDH DQG RQO\ VKRZLQJ FRSLHWR® WKH JH
SDUWLDOO\ RYHUODQ@ BRWMK Z& TNGKRW KMWKH JHQH

B. Mapping of RNAseq reads against v23.1.3 genome was performed using the CLC Genomic
workbench. RNAseq data corresponded to cotyledons of the susceptible cultivar Barmor
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bzhinfected by v23.1.3 7dpi (Plissonnegial.,2016).

C. Complementation assays using different combinatioms/dfm101/ AvrLm1G62 genomic

region. Constructs containigwrLm101, AvrLm102 or both genes were transformed into

v70.94, an isolate virulent towar8m1Q Transformants carrying AvrLn@l 1, AvrLm10_2 or

both genes were inoculated on cotyledons of a cultivar carrying RImiBufel 74) or of a

susceptible cultivar (Westar; see Fig S2). Pathogenicity was scored 13 dpi. Results are expressed
as a mean scoring using the IMASCORE rating aising six infection classes (IC), where IC1

to IC3 corresponded to resistance and IC4 to IC6, to susceptibility (Balet@n2005) and
represented using beplots.
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J)LIXUH , QWHUDFW L/R@ V8 R M FRDHEMYFROIDWHYV VLOHQFHG IRU
$YU/PFDQGLGDWH JHQHVY LQ UHODWLRQ WR WKH UHODWLYH F

(DFK GRW FRUUHVSRQGV W B REFODWRAD\DDNES 1GQ BPRMEBWHG R Q
FRUUHVSRQG WR LVRODWHY VLOHQFHG IRUUHMWIHERBWLYHOD QR
VTXDUH WKH DYLUXOHQW ZLOG W\SH LVROD®M H(DIFK EORPON W F
ZDV LQRFXODWOBSP® QWY 7KH SHUFHQWDJH Rl SODQWV VKR:
GLVHDVH UDW LVFIDZDHR @BDVXUHG 7KH UHODWLYH H[SUHVVLR
IROORZL®&ISTHBIRP 51$ H{IWUDFWHG IURP LQIHFWHG FRW\OHGRC
SODQWYV :HVWDU GD\V SRVW LQRFXODWLRDFX&DHOWWRHY RI S
JHQHV H[BKHULPHQW ZDV UHSHDWHG WZLFH ZLWK VLPLODU UH
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JLIXUH $YUDRQG $YU/FBK\VWLFDOO\ LQWHUDRVE WIQGWKMWHD VW
DQIGQ SODQWD

$  QWHUDFWLRQ RUVBKWBNPUFRQVWUXFWYV ZDV DVKEWIGGE\ D \HC
H[SHUWPKMOWLYDWLRQ 'RPDLRQG % iYQUGPQJ 'RPDLQ YWFWRUYP

DORQH ZHUH XVHG DV FRQWUROV $ SRVLMA ¥HREFEQDQR ® WK
QHJDWLYH FRQWURO WKH<GRMEL &Z M WH D QF EXRBIHGL SOXRMGX U
\HDVW FORQHV ZHUH DGMXVWHG WR DQ 2' Rl 2PWG4VBERWWH
PHGLXRJSHX$GHLY DQG RQ 4'2 DXUSBEOWLGDRUHREDVLGLQ
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DVVD\ IRULQWHUDFWLRZXWD Q& P GCGRXBOH WRPRQLWRU JURZ
GLSORwGV 3LFWXUHV ZHUH WDNHQ DIWHU GD\V RI JURZWK

%%LPROHFXODU )OXRUHVFQF& &RRS/EHLHENIDRV LAY
Q(<)3YU/P DQG $YU/P(<)3 ZHUH WUDQSUHY WHBHERVKDPLD QD
OHDYHW XWX®H I DPXRQMHVFHQFH ZDV GHWHFWHG E\ FRQIRFDO
IOXRUHVFHQFH KLJKOLJKWHG E\ ZKLWH DUURZKHDGV LV GX}
IOXRUHVFHQW SURWHLQ <)3 KDOYHY® §GULB IGNHHOWHD MWK D W
ODJHQWD IOXRUHVFHQFH FRUUHVSRQGV WRYEHKR DRSS ODVWYV I
$YU/P F(<)3 FRH[SUHVVLRQ VHUYH DV D KBIY D@L WHK i R/@W H RIX
F\IWRSODVPLF ORFDOLDRW L{RQ /PQY WREP FER BHO®NDOH EDUYV
UHSUHWHR W

& 6LQBMDQH FRQIRPDREDFFRIMSRIGHUPDO O 1$D WRHPHONFLE QD W
DQG H[SUHWWLQP *IBQG $YU/P)3 KSI3$YU/P DQG $YU/P

5)3 ZHUH GHWHFWHG PQDBRWXKKW KOHX E BVERSKIERINM. G I9DP DO FHOOV
,PPXQREORW DQDQ3VRY D)W DWYWERGLHY FRQILUPHG SURSHU
UHFRPELQDQW S UGRADIDHQED YIVI UPSUHVHQW
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Supporting Information

Methods S1: Vectorconstruction for complementation, silencing and transient expression.
Methods S2:Protein extraction and western blotting

Fig. S1: Expression of AvrLm10_1 and AvrLm10_2 during oilseed rape infection.

Fig. S2: Complementation assays in order to identify Av.m10.

Fig. S3: Immunoblotting shows expression of GFAvrLm10-1 and AvrLm10-2-RFP in

tobacco leaves.

)L 6 $V D %L)& QHJIDW LK B FXODMMYR/M UNSRGIR/IPY QRW SK\VLFD
LQWHUDFW ZLWK $YU/P

Fig. S5: Relationship between the rédual expression of two effector genes and the mean leaf

lesion size developed on susceptible varieties.
Table S1:Primers used for vector constructions and gRTPCR

Table S2: vectors used in this study. Vectors for complementation and silencing experimgnt

are homemade. Vectors for transient expression assays are from Martin et al. (2009).

TableS3: $QDO\VLV RI WKH 3 YDULDEOH OHDI OHVLRQ VL]H DV D I.

used
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Methods S1:Vector construction for complementation, silencing and transient expression.

The binary vector pPZPnatl, which carries the nourseothrycin acetyltransferase gene (natl)
conferring resistance to the antibiotic nourseothricin, was used Agadbacteriumtumefaciens

mediated transformation &f maculans

For functional complementation experiments, six different vectors were constructed. A first
fragment of 1214 bp containing thevrLm1G1 gene along with its promoter region and the
beginning of the TE segaces bordering this gene was amplified using the primers AvriIn10
SpeF which contains 8pelsite and AvrLm161 XbaR which contains Xbal site. A second
fragment of 5500 bp containing also tAerLm101 gene along with a sequence of 4675 bp
upstream itgnitiation codon was amplified using the primers ForwAvrLril@ith a flanking
Sacllsite and RevAvrLm14 with a flankingPacl site. A third fragment of 1811 bp containing

the AvrLm1G2 gene along with its promoter sequence was amplified using therprkae_m10-

2F and AvrLm1@2R. A fourth fragment of 4670 pb containing #werLm1G62 gene along with a
sequence of 3765 bp upstream of its initiation codon was amplified using the primers
ForwAvrLm10-2 with a flankingPacl site and RevAvrLm12 with a flankng Xhol site. A fifth
fragment of 8890 pb containing thevrLm101 and AvrLm102 genes along with the long
intergenic region of 7220 bp separating these two te#all genes was amplified with
ForwAvrLm10-1 and RevAvrLm1e. The resulting PCR productsre inserted into pGEM

Easy vector (Promega, France), generating vectors p@&#im10-1, pGEMAvrLm10-1long,
pPGEM-AvrLm10-2, pGEMAvrLm10-2long and pGEMAvrLm10-1llong + AvrLm102long,
respectively. The orientation of the insert of pGRAWLmM10-1long, pGEM-AvrLm10-2long and
pGEM-AvrLm10-1long + AvrLm1G2long was checked by sequencing the extremities of these

plasmids.

148



The 1.2 kbXbal'Spelfragment of pGEMAvrLm10-1, the 5.5 kisacliSall fragment of pGEM
AvrLm10-1llong, the 1.8 kiSacliSpelfragment of pGM-AvrLm10-2, the 4.7 kbSaclVXhol
fragment of pPGEMAvrLm10-2long and the 8.9 kBaclVXhol fragment of pGEMAvrLm10-1 +
AvrLm10-2 were inserted into pPZPnatl linearized with the corresponding restriction enzymes,
yielding plasmids pPZPnatAvrLm10-1, pPZmatl:AvrLm10-1llong, pPZPnatAvrLm10-2,
pPZPnatiAvrLm10-2long and pPZPnatAvrLm10-1long + AvrLm102long.

To construct a plasmid containing tAerLm101 and AvrLm102 genes in the same orientation
without the intergenic region, the orientation of tiheert of pPZPnatAvrLm10-2 was first
determined by digesting this plasmid wilitsll. Then, the 1.2 kiSpelfragment of pGEM
AvrLm10-1 was inserted int8petlinearized pZPnatAvrLm10-2 and the orientation of the newly
inserted fragment was checked byaditing the plasmid witiXbal. The resulting plasmid was

named pPZPnatAvrLm10-1 + AvrLm10-2.

The two silencing vectors were constructed by inserting two inversely oriented fragments for
AvrLm101 and forAvrLm102 into pJK11. These fragments were PCR afigol with primers
SilAvrLm10-1HindllIF1 / SilAvrLm101BamHR1 and primers SilAvrLm1AQEcoRF2 /
SilAvrLm10-1BamHR2 and with primers SilAvrLm1@HindIll F1 / SilAvrLm162BamHR1 and
primers SilAvrLm102EcoRF2 / SilAvrLm102BamHR2 using cDNA as template. The resulting
PCR products were digested and ligated into HinedllI/EcoRHinearized pJK11 vector. The
resulting plasmids place the hairpin inverted repeat fragments under the control of the promoter of
Glomerella cingulatapgdA and the terminator ofspergillus nidulans trpCThese expression
cassettes were excised Xlgol andSpe| and subcloned into the corresponding sites of pPZPnat1,

generating vectors pPZPnaAi/rLm10-1sil and pPZPnatAvrLm10-2sil.
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The different construst were then introduced intd. tumefaciensstrain C58pGV2260 by

electroporation at 1.5 kV, 200 ohms and 25 pF.

To generatéAvrLm101, AvrLm102 andAvrLm47 Gatewaycompatible construct®vrLm101,
AvrLm102 and AvrLm47 were amplified from just downstream the signal peptide cleavage site
until the stop codon using cDNA obtained from total RNAs from JN3 mycelium, Phusion
polymerase (New Englands Biolabs), and standard PCR conditions. PCR primers used in this study
are liged in Table X. PCR products flanked by #itéB sites were recombined in the Gateway
compatible entry vector pPDONR221 (Invitrogen) via a BP reaction to obtain the corresponding
entry clones withattL sites. Inserts cloned into the entry clones were suiesely recombined into

the destination vectors pSIBCA, pSite6C1, pSitenEYFRCL1, pSitenEYFP-N1, pSitecEYFR

Cland pSitceEYFR-N1 (Martin et al., 2009) via an LR reaction to create the expression constructs.
Those expression constructs were then tmansfd into A. tumefaciensstrains C58C1 or

GV3101:pMP90 as described previously.

Methods S2:Protein extraction and western blotting

0.5 g of leaves were ground in 1 ml of 50 MM T O S+ PO ('7% 6'6
mercapteethanol, 10% glycerol, 025% bromophenol blue, 1 mM PMSF protease inhibitor
cocktail (Thermo Fisher, Rockford, USA) and were centrifuged at 5000 g for 15 min at 4°C.
Supernatant was boiled with 4X Laemmli Sample Buffer (Biorad, Hercules, USA) for 5 min. 15 pl
of samples were ruthrough a 10 % polyacrylamide gel containing SDS. After electrophoresis,
proteins were blotted onto PVDF membranes using-seynblotting for 30 min at 15 V (Biorad,
Hercules, USA). Skimmed milk powder (5%) was used as blocking agent and hybridization was
carried out in the presence of 0.05% Tween 20. Mousezii antibody was used at a 1:10.000
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dilution (Invitrogen, Camarillo, USA) and monoclonal af@FP (RF5R) at a 1:2000 dilution
(Thermo Fisher, Rockford, USA)). As secondary antibody @a&tmouseconjugated with
horseradish peroxidase (Dako,Glostrup,Denmark ) was used at a 1:20.000 dilution. The presence

of the antigenic proteins was visualized using ECL Immobilon (Millipore, Billerica, USA).
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Table S1: Primersused for vector constuctions and gRT-PCR

AvrLm10-1noPS
GWU

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGACTTGCACGACTT
CTGCGC

AvrLm10-1stop
GWL

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACCTAAGACAAATAAT
AGAGCCG

AvrLm10-
1nostopGWL

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCCTAAGACAAATAATAG
AGCCG

AvrLm10-2noPS
GWU

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGCCACTCGACA
ATCCATTTC

AvrLm10-2stop
GWL

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACATATTTTGCCAATC
TCCAATAAAGC

AvrLm10-
2nostopGWL

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCATATTTTGCCAATCTCC
AATAAAGC

AvrLm4-7noPS
GWU

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTGTAGAGAGGCCTC
AATATC

AvrLm4-7stop
GWL

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGTCGCAACCACGAGT
CCTTG

AvrLm4-7nostop
GWL

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTCGCAACCACGAGTCCT
TG

AvrLm10-1 SpeF

GCTAGGGTAACTAGTAACTCCCCT

AvrLm10-1 XbaR

GAGCTCTAGATTCTCCTGGGGTACG

ForwAvrLm10-1

AAACCGCGGAGCTCTATTTTCTCCTGGGGTACG

RevAvrLm101

GGGTTAATTAAGTTTAGGTTATGTTAGGGTCGTC

AvrLm10-2F

CTGCAAGTCGACCCATAGTAAGCA

AvrLm10-2R

ATCCTAACAAGCTTGCGCATAGACG

ForwAvrLm10-2

CCCTTAATTAACCCTATTAGGTAAAGCGTGTGG

RevAvrLm102

GGCTCGAGATCCTAACAAGCAAGCGCATAGACG

5'raceAvrLm101 | CACGAGAGTTGGTCCCGTAT
3'raceAvriLm101 | ATGCTTGCCTGGAAGACAGT
5'raceAvrLm162 | CCGTTGCCTATTGATGGTTC

nested5'raceAvrL

m10-2 GGTATTTCGTGGGTGGTGTC
3'raceAvrLm162 | GCGACAGGAATCACAACCTT
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nested3'raceAvrL

m10-2 CTTGGAACCCAATGTTGACC

SilAvrLm10-

1HindllIF1 GAGAGAAAGCTTTCAAAAAGCGGCCTTCTC
SilAvrLm10-

1EcoRIF2 GAGAGAGAATTCTCAAAAAGCGGCCTTCTC
SilAvrLm10-

1BamHIR1 GAGAGAGGATCCTCAATGCGGCCTGTTTCT
SilAvrLm10-

1BamHIR2 GAGAGAGGATCCGAAGTTAAGAGAGCAGGTGAGG
SilAvrLm10-

2HindllIF1 GAGAGAAAGCTTCTCATTCATCTCCTACCAACG
SilAvrLm10-

2EcoRIF2 GAGAGAGAATTCCTCATTCATCTCCTACCAACG
SilAvrLm10-

2BamHIR1 GAGAGAGGATCCTCAAAGGTGACTCGATAGCC
SilAvrLm10-

2BamHIR2 GAGAGAGGATCCGGATATTCAAAGGGGGTTGAGC

AvrLm10_1QF

ACAGGAGAACACTGACGGCT

AvrLm10_10R

GCATGGACTATCGTAGCGTTAT

AvrLm10_2QF

ATGTAAATAACGTAGGAAAGGATATTCA

AvrLm10_2QR TTGACCCTGGCTTTCGTTC

TubQF aagaactcatcctacttcgt

TubQR TGAATAGCTCCTGAATGG

ActQF AGTGCGATGTCGATGTCAG

ActQR AAGAGCGGTGATTTCCTTCT

pGBKT7AvrLm1

0-1noPSEcoRIU | GAGAGAGAATTCGACTTGCACGACTTCTGCGC
pGBKT7AvrLm1

0O-1nostop

BamHIL GAGAGAGGATCCCCCTAAGACAAATAATAGAGCCG
pGBKT7AvrLm1

0-2noPSEcoRIU | GAGAGAGAATTCGCGCCACTCGACAATCCATTTC
pGBKT7AvrLm1

0-2nostop

BamHIL GAGAGAGGATCCCCATATTTTGCCAATCTCCAATAAAGC
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Table S2: vectorsused in this study. Vectors for complementation and silencing experiments

are homemade. Vectors for transient expression assays are from Martin et al. (2009).

Experiments

Vector

Description

Complementation

pPZPnatiAvrLm10-1

pPZPnatiAvrLm10-1long

pPZPnatiAvrLm10-2

pPZPnatiAvrLm10-2long

pPZPnatiAvrLm10-1+AvrLm10-2

pZPnattAvrLm10-1llong + AvrLm102long

Silencing

pPZPnati{AvrLm10-1si]

pPZPnati{AvrLm10-2]

Transient expression

pSite2CA-AvrLm10-1noPS

pSite6C1-AvrLm10-2noPS

pSite6C1-AvrLm4-7noPS

pSitenEYFP-N1-AvrLm10-1noPS

pSitenEYFR-C1-AvrLm10-1noPS

pSitecEYFR-N1-AvrLm10-1noPS

pSitecEYFR-C1-AvrLm10-1noPS

pSitenEYFRP-N1-AvrLm10-2noPS

pSitenEYFR-C1-AvrLm10-2noPS

EGFP transient/stable expressiattor.

TagRFP transient/stable expression vector.

TagRFP transient/stable expression vector.

Half-YFP transient/stable expression vector.

Half-YFP transient/stable expression vector.

Half-YFP transient/stable expression vector.

Half-YFP transient/stable expression vector.

Half-YFP transient/stable expression vector.

Half-YFP transient/stable expression vector.
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pSitecEYFPRN1-AvrLm10-2noPS Half-YFP transient/stable expression vector.

pSitecEYFRC1-AvrLm10-2noPS Half-YFP transient/stablexpression vector.

pSiteNEYFPRN1-AvrLm4-7noPS Half-YFP transient/stable expression vector.
pSitenEYFR-C1-AvrLm4-7noPS Half-YFP transient/stable expression vector.
pSitecEYFRN1-AvrLm4-7noPS Half-YFP transient/stable expression vector.
pSitecEYFR-C1-AvrLm4-7noPS Half-YFP transient/stable expression vector.
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Table S3: $QDO\VLV RI WKH 3 YDULDEOH OHDI OHVLRQ VL]H DV D IXQFW

Degree of Sumof Mean Sum

Source of variation Freedom  Squares of Squares F Pr>F
for AvrLm101

Variety 1 1792.940 1792.940 36.370 < 0.0001
isolate 8 2280.981  285.123 5.784 0.001
Variety*isolate 8 367.868 45.984 0.933 0.514
for AvrLm102

Variety 1 9079.020 9079.020 47.493 < 0.0001
isolate 14 7626.351  544.739 2.850 0.000
Variety*isolate 14  2558.290 182.735 0.956 0.498

For each series of silenced isolates (i.e nine isolates resulting from RNAI silenéiagmi01,
upper part of the table, or 15 isolates for resulting from RNAI silencidydi102, lower part),
two varieties (AVISO and ES Astrid) were inoculated at 12 to 20 inoculation sites. Leaf lesions

were measured at 12 dpi and éhg@eriment was repeatedite.
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JLIXUH 6 ([SUBYYIPRQ@@BYU/P GXULQJ RLOVHHG UDSH LQIHFW

([SUHVVSRQ/RIDQX>YU/P ZzDV DQDO\]HG LQ WKH DYLUXOHQW LV
TXDQWLWBWLYHS®B&5 SURGXFWYV REWDLQHG IURP 51%$ LVRODW
FRW\OHGRQV ‘HVWDUWQIAMARVNLREGD\YISRARMWUDFWHG IURP XQLQI
ZDWHU ZHUH XYHGFRQVQWBROW $FWLQ ZzDV XVHG DV FRQWURO

*HQH H[SUHVVLRQ OHYHHWWOAEROHQ HOBKVMWMHP MW BRLQW LV WKH D
ELRORJLFDO DQG WZR WHFKQLFDO UHSOLFDWHYV
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JLIXUH 6 &RPSOHPHQWDWLRBE @WHIYW LQ RUGHU WR L

:LOG W\SH LVRODWHY YOP D @ YU X O H QMIORQIDQ\E R Q

WUDQVIRUPD®WVPFDSWLMRU ERWK JHQHV ZHUH LQRFXODWHG
FXOWLYDBOT®PWUWIQPRO $ RU RI D VXVFHSWLEOH EXOWLYDU
ZDV PHDVXUHG GSL 5HVXOWVY DUH H[SUHVVHG DV D PHDQ V
FRPSULVLQJ VL[ LQIHFWLRQ FODVVHV ,& ZKHUH ,& WR ,& F

, & WR VXVFHSWLELOLW)\ QMR EBQW LKW ILFDWH WKH VWDQGI
WHFKQLFDO UHSOLFDWHYV
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JLIXUH 6 ,PPXQREORWWLQJNKIRZAN PH [ DUHVSY BB R3 LQ
WREDFFR OHDYHV

*Y3$YU/P DQG $YU/B)3 ZHUH WUDQVLHQOQWEH H/EXDRLYA® EQ

$JUREDFWRHHILODXWUDWLRQ 3URWHLQ H[WUDFWV ZHYH DQDO\]HC
*)3 DQG5DRWL3 DQWLERGLHV
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JLIXUH 6 $V D %L)& \WQURDWIDFEHX BIRIGIF WRU $GWRIRYV QRW
SK\VLFDOO\ LQWHUDFW ZLWK $YU/P

$ 6LQIOBIQH FRQIRFDO LPDJHV RI WREDFFR $ SW & Pl IFDOFQ HOQ\D |
DQG H[SUHVVLGBJ3$YWSEL $YB)J)B ZDV GHWHFWHG LQ ERWK WKH
WKH QXHOHEXDWKBDPLOEPOPDO FHOOV 6FDOH EDU UHSUHVHQW
% ,PPXQREORW D Q®YQPLY QWWERBQWRQILUPHG SURSHU H[SUHI
UHFRPEQW SURWHEIE 3DV/WUDQVLHQW EHD\S KGN L FESDL B\
$JUREDFWRILOXMPUDWLRQ 3URWHLQ H[WUDFWVS$SZHURM DQDO\]HC
$YU/P DQWLERG)\

& %LPROHFXODU JOXRUHVFHQFH &R\P\S @HBWOQARDW LLIRIG %L)&
Q(<)3YU/P ZHUH WUDGYVYSEHBWMMHEHRW KODRDYA® XWXGHIDFLHQV
JOXRUHVFHQFH ZDV GHWHFWHG E\ FRQIRFDO PLFURVFRS\ $E\
WKDW $YD@PG $YU/BR QRW LQMMWDHAW®XRDHVFHQFH FRUUHVSR(
DXWRIOXRUHVFHQFH 6FDOH EDUV UHSUHVHQW —FP
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Fig. S5: Relationship between the residual expression of two effector genes and the mean leaf
lesion size developed on susceptible varieties.

Red and greenots: isolates obtained following RNAI silencing Afrlm10-1and AvrLm1G2,
respectively. The relative expression level was estimated followingRER from RNA extracted
from infected cotyledons of the susceptible control plants Westar, 7 dpi (the tipeakf
expression of thé. maculanseffector genes). Each dot corresponds to one isolate inoculated on
two susceptible plant genotypeEach isolate was inoculated on-1D plants of each plant
genotype and the leaf lesion area was measured 12 dpi. SilenéwgraflG2 has no effect on

leaf lesion size, while silencing &ivrim10-1 increases the leaf lesion size.
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Résultats complémendires

1. _.GHOWLILFDWLRQ GH FLEOHWt AwlimW-P @di ¥ribe [ddyble/ P

hybride
'DQV OH EXW GH PLHX[ FRPSUHQGUH eDAVrlPiREG H NGTMIF WK RQF&

déterminer leurs cibles végétales grace a la technique du double hybrida tevure. Le crible a

pWp UpDOLVp FRQWUH XQH EDQTXH G$'1F REWHQXV VXLWH j
(RIm? par la souche de. maculansl9.4.24 (interaction compatibjeAvrLm3 avrLm7), afin
GIHQULFKLU OD EDQTXH QWY WDOQVFH IFWV SHXQYH LQIHFWLRQ

faits & 3, 7 et 14 jours pestfection sur cotylédons de colza.

-IDL HITHFWXp SOXVLHXUMtAWLEIOHYV pBYVHP BNQW /RUVTXTXQ F
W\SH HVW IDLW RGQUWHBPVWHWHWRIKBPSES QWXRXYHU EHDXFRXS GH
répartis sur une centaine de boites), qui sont repiqués sur des milieux de croissance plus sélectifs
afin de se débarrasser des faux positifs. (diatériels et Méthodes). Cependant, dans k& ca
GI$YU/Pet AvrLmlG MIDL REWHQX j FKDTXH IRLVY EHDXFRXS SO.
SRXU FKDTXH FULEOH HW OH UHSLTXDJH G{XQH SDUWLH

QH PYD SDV SHUPLV GH UpGXLUH 8H QRPEUH GYLQWHUDFWDAQ
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Tableau 1 : CiblesYpJpWDOHYV SRWHQ W etHA@OnHIG-2 Gigriifvéed par crible

double hybride.

, Nombre *
Fonction Compart_|ment d'occurrences Clones
cellulaire* . *
55, 86,

Pathogenesiselated protein dike Apoplasme 3 124
Cathepsin Blike Apoplasme 1 63
Fatty acid 2hydroxylase Cytoplasme 1 56
Unknown unknown 1 74 ADNG plant
Uroporphyrinogerlll C-methyltransferase unknown 2 65, 70 ¢ plante
Putative Chlorophyl & binding protein Chloroplaste 2 61, 102
Betagalactosidase 4 Cytoplasme 2 59, 99
Kunitz-type protease inhibitor Cytoplasme 3 4,84,92
Probable Serine/Threonine protein kinase Cytoplasme 1 26
Leptosphaeria maculariN3 hypothetical
protein ND 1 NA
Similar to 40S ribosomal protein S16 ND 2 NA
Leptosphaeria maculans JN3 predicted
protein ND 1 NA
Leptosphaeria maculans brassicae
wa74_scaffold00178 complete sequence ND 1 NA ADNC
Leptosphaeria maculaniN3 hypothetical Leptosphaeria
protein (structural components of
ribosome?) ND 3 NA
Similar to lanthionine synthetasel®e
protein 1 ND 1 NA
Similar to sodium Rype ATPase ND 2 NA
Leptosphaeria maculans brassicae
wa74 scaffold00658 complete sequence ND 1 NA
PREDICTED:Octopus bimaculoides
trithorax group protein oskike ND 1 NA
Nematostella vectengisedicted protein ~ ND 1 NA ADNCc divers
Yeast twehybrid vector pGADCg ND 3 NA
Empty ND 1 NA

* : nombrede foisou ce clone a été retrouvé durant le crible.

*x OD SUpGLFWLRQ GX FRPSDUWLPHQW VXEFHOOXODLUH D p
TargetP 1.1(Emanuelssoet al.,2000)

***: numeérotation des clones tel que présentée dans la validation des interactions par double
hybride (Figure 1) Les clones soulignés correspondent a des clones contenant un ADNc pour
OHVTXHOV OTLQWHUDFWLRQ SK\VLTXH D pWp YDOLGPH
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AvrLm10-1 et AvrLm162 LQWHUDJLVVDQW SK\VLTXHPHQWexps§soh IDLW C
GT$Y U /FPet AvrLm10G2 lors du crible doubl e K\ EULGH HW OYLQWHUDFWLRQ HQ\
permettrait de masquer ursticky domain® GH VWDELOLVHU OH FREFPI@QMN HUDN LG
de maniere notW SpFLILTXH -YDL GRQF UpDOLVp OH PrPH FULEOH GF
exprimant AvrLm161 et AvriLm10 VpSDUpHV SDU XQ SRO\OLQNHU FRPSRYV
aminés polaires (glutamine et asparagifeg. 1A) afn de donner un maximum de flexibilité au
complexe entre les deux protéines. Dans un premier temps, un grand nombre de clones a a nouveau
été obtenu (environ 6500 clones sur 110 boites), mais le repiquage de 180 clones (pris sur
OfHQVHPEOH GHWERXWSOXVYXYWULQIJHQWYV D SHUPBEBAUISGTpOLPL
34 de ces 180 clones ont poussé sur des milieux contenant du 3taazole (un inhibiteur de
ELRV\QWKgqVH GH OfKLVWLGLQH 6 XU FHV F CGRaiegit Un SR XV VI
ADNCc de colza (correspondant a 9 génes différents), 12 contenaient un AONardeulans
correspondant a 8 génes, et 5 contenaient un ADIKdéterminé correspondant a 4 génes
différents.S. cerevisia@a été cetransformée avec les 17 ADNortenant des séquences issues de

plantes et avec le plasmide exprimant AvrLAril6t AvrLm102 afin de valider ces interactions

par doubleK\EULGH GLUHFW /fLQWHUDFWLRQ D pWp YDOLGpH
correspondant a 8 protéines indiquéesdaiableau 1. Certaines de ces protéines sontuksak

suspects retrouvés dans la plupart des cribles dotlyteride (e.g.Chlorophyl ab binding
SURWHLQ '"{DXWUHV FRUUHVSRQGHQW SUREDEOHPHQW j GH
chez la pante (betegalactosidase 4). Mais certainegnstituent des candidates prometteuses
pouvant étre ciblées par des effecteurs de champignon phytopathogéne, comme la pathogenesis

related protein dike (PR1), ou la cathepsinike (une cystéingrotéase exacellulaire).
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Figure 1: Validation des dbles Y pJpWDOHV SRWHQWe&tAOIOHE2GI$YU/P

identifiées par crible doublehybride.

A : représentation schématique de la construction utilisée pour identifier par crible-dypioitidie

les protéines interagissant avec le complexe Avrl4h10AvrLm10-2. Les deux protéines
recombinantes sont séparées par linker » de 10 acides aminés conséi de 5 glycines (G) et 5

acides aminés polaires (Asparagings et GlutaminezQ). B : test doublehybride direct entre

les levures transformées avec la construction décrite en A et les ADNc issus du crible double
hybride correspondant a des protéinégétales. Les deux milieux de sélection (5Drp tLeu *

His et SD£Trp tLeu #His +Ade + Aureo) permettent de valider les interactants. N@ndilué.

t WpPRLQ QpJDWLI WHVW GH OfTLQWHUDFWLRQ GHVWeFLEOHV
numeros de clones correspondent a ceux présentés dans le Tallleaxgression transitoire de

PR1 et de la Cathepsine & napus(BnaA03g386300et BnaAnng178700respectivement),
fusionnés a la RFP et la GFP respectivendarisN. benthamianala fluorescence a été observée

SDU PLFURVFRSLH FRQIRFDOH K DSUqQV LQILOWUDWLRQ | X
10 pum.
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Ces deux cibles potentielles ont été sélectionnées pour une validation pan Bi&a -YDL FORQp
les génesodantces cibles dans un vecteur BiFC ainsi que dans des vecteurs permettant leur fusion

j OD *)3 RX OD 5)3 HW MIDL H[SULPp WUDQVLWRLUHPHQW FHV
de feuilles deN. benthamiana/D SURWPpPLQH 35 HVW GOORBADRCH. \OpRHU G DXQVH @
H[SULPpH DYHF VRQ SHSWLGH VLJQDO HW GDQV OH F\WRSOD
La cathepsine présente également une localisation AECKAY RSODVPLTXH ORUVTX{HO(
sans son peptide signal (Fig. 1@ommeAvrLm10-1 et AvrLm132 semblent étre tous deux
QpFHVVDLUHY SRXU REWHQLU XQ FRPSOH[H VWDEOH PD VW
effecteurs dans des vecteurs BiFC, et le deuxieme effecteur dans un vecteur neutre (sans tag)
permettant son expgsion constitutive (sous le méme promoteur). Cependant, nous avons observé

une fluorescence avec le vecteur neutre seul, ce qui ne nous a pas permis de conclure quant a
I'interaction d'’AvrLm101 et AvrLM10-2 avec PR1. La stratégie alternative que noussageons
PDLQWHQDQW GH WHVWHU HVW G9YH[SU L-P-pbylitkér8HIFAMHPHQW O

2 dans un vecteur BiFC.
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Figure 3: localisation subcellulaire G 1$Y U /R et AvrLm 10-2 dansN. benthamianaet A.

thaliana.

AvrLm10-1 et AvrLm10G2 ont é¢& fusionnées a la GFP ou la RFP et onttegasitoirement
exprimées danbl. benthamianau A. thaliana La fluorescence a été observée par microscopie

confocale 48h apreés infiltration, a un grossissement de x63.

A: HISUHVVLRQ WWLBDW\DM LeVARILMID-2GEns leurs peptides signadans N.
benthamianaB: H[SUHV VLR Q AMWMDIQ-V et\MRIMIO2 aBelc leurs peptides signaux

dansN. benthamianaC: H[SUHV VLR Q MA/(LDID-Y eVARLLMIBR Sarfs leurs peptides

signaux dang\. thaliam. Lesimages correspondnt ] XQH SURMHFWLRQ PD[LPDOH (

GILPDJHV SULVHYV | GL IlLgsleeh@lles regreSdotRritR@ G H X U V
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2. /IREDOLVDWLRQ VXEFHOQ@RAGDMIMH GI$YU/P

&RPPH LQGLTXp GDQV O H VAWM DeVADIIV O &S dtht O eS8\ Qe
localisation nucltoF \WRSODVPLTXH ORUVTXfHOOHV VRQW IXVLRQQpH
transitoirement danbl. benthamianaans leur peptide signal) L J $ -1DL pJDOHPHQW
ORFDOLVDWI1OR @t &/fLint@P/sans peptide signal dans une plante de la famille des
Brassicaceage Arabidopsis thaliana )LJXUH & -f{DL SX FRQILUPHU O
QXFOpRF\WRSODVPLT Xdd A@EUES$IG2 /Bans cette plante plus proche
phylogénétiquement du calz On ne peut cependant pas exclure que ces effecteurs, qui sont
sécrétés pdr. maculansGDQV OY{DSRSODVPH \ UHVWHQW ORFDOLVpV H
FHOOXOH YpJpWDOH $ILQ GH WHVWHU FHWWAIKNB-RKqVH N
AvrLm102 avec leur peptide signal dans le tabac. Dans ce contexte, la fluorescence a été observée
GDQV OH UpWLFXOXP HQ G RBLODOL BtIATT X 0 230t HeeRRitdeed (Kif.

3B).
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Figure 4: AvrLm10 -1 et AvrLm10-2 suppriment la mart cellulaire

(Légende page 170
169



3. Suppression de la mort cellulaire par AviLm1G61 et AvrLm10-2

Afin de déterminer shvrLm10-1 et AvrLm102 sont impliquées dans la suppression des réactions

GH GplHQVH GH OD SODQWH MIDL UpDOLVp GAMMVMIBHN WYV GH
AvrLm102 ont été exprimés transitoirement, avec ou sans leur peptide signaleddasitles de

N. benthamiangavec un vecteur neutre (sans tag) permettant leur expression consatiipis

tard, 3 inducteurs de la mort cellulaire ont été exprimés a leur. B8AKX (un facteur pre

apoptotigue murin, inducteur généraNEP1 (un dfecteur nécrotique deéC. higginsianum

inducteur général), é&tvrPto (un effecteur dé. syringaereconnu par un gene de résistancélde
benthamiana PDUTXH XU GMH DS D,U D L W-1Bxet $ohyéptide signal est capable

de supprimer la mortetiulaire provoquée par les 3 inducte(ffgy. 4A). Les mémes expériences

RQW pWp UpDOLVpHYV DYHF XQH F RAQMWQALXUSIoWVheRaQa SHPLATRE W W D Q
RX VDQV VRQ SHSWLGH VLJQDO /HV UpVXOWDW¥Yern@QaGLTXHQV
QIYHPSrFKH SDV GYMIHFWXHU VRQ DFWLYLWp GH VXSSUHVVLEF
Les localisations observées pour AvrLmill@ors de cette expérience restent les mémes que celles
observées dans la Figure 3. De plus, la mort celulprovoquée par AvrPto est également
supprimée par AvrLm0 ORUVTX{LO HVW H[SULPp DYHF VRQ SHSWLGH

GAYrLm10-1 et AvrLm102 avec ou sans leur peptide signal (Fig. 4B).
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Figure 4 (page 168: AvrLm10 -1 et AvrLm10-2 suppriment la mort cellulaire

AvrLm10-1 et AvrLm102 ont été exprimés transitoirement dans des feuilldd.deenthamiana

avec ou sans leur peptide signal de sécrétion. 24h plus tard les inducteurs de la mort cellulaire
AvrPto, BAX et NEP1 ont été exprimV ] OHXU WRXU /D VRXFKH GTDJUREDFV
le vecteur vide (pMP90) a été utilisée comme témAainimages et scores moyens des tests de
suppression de la mort cellulaire provoquée par AviPtamageset scores moyens des tests de
suppresion de la mort cellulaire provoquée par BAX: images et scores moyens des tests de
suppression de la mort cellulaire provoquée par NEP1. Les notations ont été réalisées entre 7 et 10
MRXUV DSUQV LQILOWUDWLRQ GH O TiqueSprésatitenx dés GblyeRies) W F H
GH SOXVLHXUV H[SPULHQFHV LQGPSHQGDQWHYV HQWUH H'

expérience entre 3 et 6 feuilles testées sur au moins deux plantes différentes.
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Figure I TDMRXW GTXQ IOXRURFKURPH QYLPSHBRWpprigBrVaOD FDSI

mort cellulaire.

AvrLm10-1 a été exprimé transitoirement dans des feuillell.deenthamianaavec ou sans son

peptide signal de sécrétion, et couplé a la GFP-emn@nal. 24h plus tard les inducteurs de la

PRUW FHOOXODLUH %$; HW 1(3 RQW pWp H[SULPpV j OHXU \
exprimant le vecteur vide (pMP90) a été utilisée comme témoin. La bonne expression de la fusion
effecteurfluorochrome a & observée par microscopie confocale 48h aprés infiltration, a un
JURVVLVVHPHQW GH | / Tyt Kdd @atatibne bhb &l iéadlis<gdy Entre 7 et 10
MRXUV DSUqV LQILOWUDWLRQ GH OYfLQGXFWHXUndy¢hnPSRUW FH
de plusieurs expériences indépendantes, avec pour chaque expérience entre 3 et 6 feuilles testées

sur au moins deux plantes différentes.
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Tableau 2: 3RO\PR U S KAWLRMH-1GY AvrLm10-2 dans les souches naturelles de

maculansvirulentes vis-a-vis deRIm10.

(Légende page By
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4. 3RO\PRUS KAvi.RH-1EIAvILM10-2 dans les souches naturelles

La résistanceRim10 Q ID\DQW SDV HQFRUH pWp XWLOLVpH DX FKDPS
naturelles dd.. maculanssont avirulentes vigvis deRIm10 $1LQ GH IDYRULVHU OfDS
souches virulentes v&vis deRIm1Q un cultivar deB. napus dans lequel a été introgressée une

région génomique dB. nigracontenanRIm1Q a été mis au champ. Des isoldtsL. maculans

ont été prélevés au am@ entre 2008 et 2009 sur cultiidim10dans 6 parcelles réparties en

France. Les isolats obtenus ont été phénotypés pour leur virulerieeisideRIm10en conditions

contrblées, et les géndsrLm101 et AvrLm102 ont été amplifiés par PCR et séquenaén de

déterminer les événements moléculaires associés au passage a la virawvee deRim1Q

78 souches ont été inoculées sur cultiRim10en conditions contrélées. Sur ces 78 souches, 47

étaient virulentes vis-vis deRIm10 /Y DP S O QI LS DWW R&BEmMTY et AvrLm102 dans

ces souches virulentes révele que 28 de ces souches ontAvenrdud 61 et AvrLm102, 14 ont
perdusAvrLm10G1 seulement, une a perédwrLm132 seulement, et 4 présentes au moins un SNP
GDQV OHXU VpTXHQFH SDU UDSSRUW j OTDOOQgOH SUpVHQW Fk
FHV VRXFKHV SUpVHQWHQW XQ 613 FRQG XL V-DtpWjugeOD SUR
(aprés le 27ém& X OH qPH DFLGH DPLQp XQH D XQ FKDQJHPHQW ¢
GI$YU/P OHW ,OH HW OD GHUQLqUH D FKDQJHPHQWYV G
GI$YUIP $VQ $VS HW &\V 7\U HW XQ GERQAspQ45 Asp)T XHQFH
(Tableau 2). Enfin, sur les 31 souches avirulentes sur RIm10, le séquencage du locus AvrLm10
SRXU GITHQWUH HOOHV QD PRQWUp DXFXQ SRO\RRd&SKLVPH
AvrLm10-2 dans ces souches est exactement la méme que dans la soveféeethce (données

non présentees).
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Tableau 2(page 12): 3RO \P R U S KAvN.RAH-I&TAvrLm10-2 dans les souches naturelles

de L. maculansvirulentes vis-a-vis deRIm10.

*»UpVXOWDW GH AQWDhAS1parIRGRDW tesu@atGeD I1DPSOLIAVAINMPRQ G
par PCR** SRO\PRUSKLVPH REVHU YArl&boQ. VO Dpolymdrphis@d-H G
REVHUYp GDQVADNnIORTLX polyrrdiphBhhe estéterminé en alignant les séquences
DYHF OD VAWRHE@LEHAVEMI1G2 dela souche de référence v23.1.3 avirulenteavis

vis de RIm1Q Les séquences amplifiées correspondent a la région génomique comprenant

Avr(Lm101l ouAvrLm102 DLQVL TXH OHXUV UpJLRQV 1 HW ¢§ 875
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5. 3D UD O RAXIHNO-GE AvriLm10-2 dans le génome dé. maculans

+DELWXHOOHPHQW DXFXQ KRPRORJXH QYfHVW WURXYp GDQ
GIDYLUXOrHQuaHs RHHSHQGD QW G D Q V1 & AviEDI@2GigsshoiddIBgues
ont été trouvés chez plusieuBonthideomycétes Setosphaeria turcigaBipolaris maydis, L.
biglobosa thlaspik ~HW 6 R U G D GallBt@®Nehgwdppy WRXV SDWKRJIGQHV GH S
Article 2, Fig. 6). De plus, les genesdantces homologues sont également voisins et organisés en

orientation inverse dans les génomes de ces champignons phytopathogénes.

DL LGHQWLILp GHWLOQH st ASDIIDDRDRMVGIDXWUHY UpJLRQV C
L. maculansAinsi la souche de référence v23.1.3 posséde 3 paires de paraléguies a1 et

AvrLm102, tous également organisés en orientation inverse. Ces paralogues présentent entre 38 et
64% de similarité aveAvrLm101 et AvrLm102 et sont localisées dans différentes régions du
JPQRPH 7DEOHDX )LJ / 9 %&enGsHethQras ATHet idsX $utexpivnéiR &b O L
OHV SKDVHV FRW\OpGRQDLUHYV GH OfLQIHFWLRQ WDQGLV TX
et sont exprimés dans le pétiole de la plante infectée. Sur ces 3 paralogues, 2 sont parfaitement
conservés dandlz-t4 (une autre souche de maculansdont la séquence génomique est

disponible).
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Tableau 3 ,GHQWLILFDWLRQ AvrHmBD BDAOrRIIXH Yhed lfeptosphaeria

maculanspfEUDVVLFDHT

* OHV GRQQpHV GTH[SUHVVLRQ1$SVRY LUHEDOHYWHG X Q HD PHXDVCH
deL. maculanssur colza, tel que décrit da@ervaiset al (2016)** : la prédiction des peptides

signaux a été réaliseeU k FH | O SignalP@ l(Reieisemtal, 2017).
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(Légende page 178
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Figure 6 (page 177 $OLIJQHPHQWYV GHYV Vp TDEeHAQIEHM-Zay&cYcelleB de

leurs orthologues chedifférents champignons phytopathogenes

A: $OLIQHPHQW GHYV Vp FiXxdtide Bé$ drtidhHGuddt /Afignement des séquences

G 1$Y U /Pet de ss orthologues. Les résidus identiques dans au moins 50% des séquences sont
indiqués en noir, alors que les résidus en gris correspondent a des remplacements par des acides
aminés présentant les mémes propriétés physioniques. Les alignements multiplest été

UpDOLVpV DX PR\H-@Qofel ([ Vdmpaseethl.6H) AW GH OTXWLOLWDLUH
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Discussion

/ITDQDO\WVH IRQFWLR-Q &RaIOMeZHasy dappérte des €léments concernant le
PRGH GIDFWLRQ GH FHV GHX[-K\EHAVEHXU YYD OH VHUQRAM O RXHEL
des interactants potentiels pour ces deux effecteurs, en partimdiprotéine PR1 et une cystéine
protéase. AvrLm14 et AvrLm1G2 présentent une localisation nucl&doplasmique sans leur
SHSWLGH VLJQDX[ GfDGUHVVDJH H[WUD AHla@axgOnialsbéht GDQV
localisés dans le reticulum endopladhikXH ORUVTXTLOV VRQW H[SULPpV DYHF
AvrLm10-1 et AvrLm10G2 sont capables de supprimer la mort cellulaire provoquée par AvrPto
ORUVTXYLOV VRQW H[SULPpV DYHF O-#H Bdl ¥gateiméhichmalblevdev L J QD
supprimer les mostcellulaires provoquées par BAX et NEP1. Par ailleurs, nous avons pu identifier
OHV pYPQHPHQWY PROpFXODLUHV SHUPHWWDQW GYpFKDSSHL
PDMHXU pWDQW SRXGT®YUQPHWDLYA2. Brilin, S pludiddidparalogues
GAWrLm101 etAvrLm102 sontretrouvés dans le génomeldemaculansindiquant que ces deux

JgQHV IRQW SDUWLH GIYXQH IDPLOOH PXOWLJpQLTXH

Une des cibles végétales les plygremetteuses pour AvrLm101 et AvrLm102 est une protéine

PR1. Les protéines PR1 ont été découvertes en 1970 dans les fluides extracellulaires de tabac
infecté et une activité antimicrobienne a été mise en évidence pour ces protéines (Van Loon and
Van Kammen, 1970). Gamiet al. (2017) ont récemment proposé que cettdivide
antimicrobienne pourrait étre due a la capacité de PR1 a se lier aux stérols. Dans le modele proposé,
PR1 séquestrerait les ergostérols de la paroi des agents pathogenes, entrainant une activité
antimicrobienne particulierement efficace contre lesmorganismes auxotrophes pour les stérols.

Plusieurs effecteurs d& nodorumnteragissent physiquement avec des protéines PR1 et inhibent
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leur activité. ToxA inhibe spécifiguement la protéine PRdimérique du blé (Let al.,2014), et

Tox3 cible poursa part 6 protéines PR1 différentes (Breeal.,2016). Ces deux effecteurs sont

GHV WR[LQHV SHSWLGLTXHV SURYRTXDQW XQH QpFURVH ORU
plante héte selon un modele gegmirgene inverse. Cependant, il a récemtrété suggéré que

FHV HIITHFWHXUV DXUDLHQW HQ IDLW u@e@iRrXdededadlearhedd X FR X
GH OD PRUW FHOOXODLUH QpFHVVDLUH DX GpYHORSSHPHQ
deuxieme réle de suppresseur de réactiGrid GpIHQVH YLD OYLQKLELWLRQ GH O
et al., D E 'H OD PrPH IDoRQ QRXV SRXYRQW1dLUH Of
AvrLm10- VHUDLHQW FDSDEOH GILQKLEHU OYDFWLYLWpP GH 35
capacité a supprier la mort cellulaire provoquée par plusieurs inducteurs de la mort cellulaire sur
WDEDF )LJXUH HW DY HF1@dlinkter JeDi&illeWgs r@dr@&sesJIur cultivar

sensible de colza (Article 2).

/ID GHX[LgqPH FLEOH SRWHGQWAVHRIDR e& ¥ne UBtéinprotéase
extracellulaire de la famille des cathepsines. Les cathepsines sont des &ysipeEtidases
lysosomales de la famille des paphke. Certaines cathepsines végétales sont impliquées dans les
réactions de défense @ H GpFOHQFKHPHQW GH OD +5 PrPH VL OHXU PF
encore été déterminé (van der Hoorn et Jones, 2004). Plusieurs cathepsines B de tabac sont
impliqués dans la résistance Rodte des plantes du genidcotiana contre les bactériek.

amylovoraet P. syringae pv. tomat@t sont également nécessaires pour la HR déclenchée par la
UHFRQQDLVVDQFH GH OfHIIHFWHXU $YU Defab,2002)DDSALBRW pLQH
les cathepsines AtCathB1, 2 et 3Alehalianaont un effet quantitatif sur la résistance basale de

la plante contreP. syringae pv. tomatet sont impliqués dans le déclenchement de la HR
SURYRTXpH SDU OD UHFRQQDLVYVD & Balk20B9) Deveffedddgciblai  OF/H

des protéases VB(pWDOHV H[WUDFHOOXODLUHY RQW SUpFpGHPPHQW
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OfHIIHFW HKX tulveivdui inBilbe de nombreuses protéases extracellulaires de tomate tel que
Rcr3, Pipl ou encore C14 (van Essal., /1 R R P PFigfdétdngait également usage de

plusieurs effecteurs inhibant des protéases végétales, comme les effecteurs EPI1 et EPI10 qui
inhibent tous deux la serifrotéase P69B (Tiagt al.,2004, 2005), Avrblb2 qui inhibe la sécrétion

de la protéase de tomate C14, ou dddd (3,& HW (3,& % TXL LQKLEHQW OfD|
cystéineprotéase (Kaschamit al.,2010; Songet al.,2009; Tianet al., (QILQ OfYHIIHFW
Pit2 deU. maydisLQKLEH O D FW L YprotégseGlél mais; \ddW qeltd)ids présentent une
acWLYLWp GDQV OYDSRSODVPH GtHl\V2FB)IPOUX deslageltp paahtgdred V. 0 X
tels queC. fulvumouL. maculans TXL FRORQLVHQW OYDSRSODVPH GH OHXI
de se protéger des molécules de défense sécrétéeplaantéahdte dans le milieu extracellulaire

(Sperschneidest al.,2015).

/IHV FLEOHV YpJpWDOHV 3 RWWHLOWBR Ot QddiX/ protgides sedrétées ayant

XQ PRGH GIDFWLRQ H[WU®& AHIENOOR QddirdieHt dént BtidPdes effeurs
DSRSODVWLTXHVY D\DQW pJDOHPHQW XQ PRGH GITDFWLRQ
FRQFRUGDQFH DYHF Qtt ArLiOT efsbitdapables de supprimer la mort
FHOOXODLUH SURYRTXpH SDU $YU3WR THSEWIRWH'VKIQO D GRQ
H[WUDFHOO XO D L U de sHpprinieXdd doftieélRulaire provoquée par BAX et NEP1 que
ORUVTXYLO HVW H[SULPp DYHF VRQ SHSWLGH VLJQDO &HSHQ
peptide signal reste difficile aéterminer. une fluorescence est détectée dans le réticulum
HQGRSODVPLTXH ORUVTX{LOV VRQW H[SULPpV Deptimé®& HXU SH
Cela pourrait étre di a une mauvaise sécrétion de ces effecteurs par le systéme de sécrétion des

cellules végétales. De plus, la GFP étant connue pour étre instable en milieu extracellulaire, il est
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pJDOHPHQW SRVYVLEWdd soXIeptde) signal soit bien extracellulaire mais ne soit

pas observable.

AvrLm10-1 et AvrLm102 interagissent phyiXHPHQW OfXQH DYHF OYDXWUH $
observations faitedansOfpTXLSH G+ YDQ 7LOEHXUJK |, %&-120VD\ VX
AvrLm10-2 seraient des protéines collantes ayant une grande affinité de liaison et interagissant

de maniere spécifique avec un grand nombre de protéiresLm10-1 et AvrLm10G2 sont

difficiles a purifier et a éluer (AvrLmZ2Q reste collé aux résines de purification, les deux protéines
SUpFLSLWHQW ORUV GH OfpOLPLQDWLRQ GXGWDRpGHRWNVRO XC
SURGXFWLRQ16etRr$r¥ia1d2, H. van Tilbeurgh et al. ont essayé de stabiliser les deux
SURWPLQHV H Q-repWkproein€s VirtifidIds ayant des domaines répétés afin de

former des hélices (Chevref al.,2015). Le XW pWDLW GH FUL e Hffid d&tkfoMveE D Q T X H'
XQ SDUWHQDLUH DUWLILFLHO j QRV SURWPRLA&HWMIGILQWpU
LOQWHUDJLVVDLHQW DWHF OQRBRV RpHPHEWLEOP.DIHY SULPDLUHV |
poursuivre cette sitégie.Dans le cas des deux effectedis F. oxysporunfvr2 et SIX5 qui
LQWHUDJLVVHQW pJDOHPHQW SK\VLTXHROW W FOLIVX Q TIXX $ R WK,
6L KRPRORJXH GIBFUODRWDLW OH SDVVDJH GT$Yuwev@TXQH FF
OHV SODVPRGHVPHYVY FRPP SHUV 2Q SRXUUDLW GH OD PrP#F
DXUDLW XQ U{OH GH FKDSHUR QQ H-2Dsné XeUnDli@exteatellMaiveD E L O L W
AvriLm10- QH FRPSRUWDQW TXTXQH V Hpolrtit il pewnetrOde réxiQad FKD S
aux conditions inhospitalieres du milieu apoplastique. Il a été montré pour plusieurs effecteurs que
OD IRUPDWLRQ GYKRPRGLPqQUHV pWDLW LQGLVSHQVDEOH SRX
GTDYLUXOHQ FHvrBsBHAd K. Fcantpestrisforme ainsi des homodimeres, et cette

homodimérisation est nécessaire pour sa localisation dans le noyau des cellules végétales, pour sa
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reconnaissance par la protéine de résistance Bs3 et pour sa fonction de virulence (leetéeiegnc
GIXQH K\SHUWURSKLH FHOOXODLUH PEXalQ2093).DD¢ rMery, IHXLO
OfKRPRGLPpPULVDWLRQ G HP.Odjde=kt He&duddire du &t rchemdnttie la mort
FHOOXODLUH SURYRTXpH SDU FHWh d¢sMdies/déisigoalisbtlo@iddnamtX §j O L
a la PTI (Liet al., 2016). Chez plusieurs bactéries phytopathogénes, il a été montré que les
effecteurs associés au systeme de sécrétion de type Il (T3Re 3 effectors) sont frequemment
associés a une chaperonhX L OHV VWDELOLVH HW OHV HPSrFKH-GH V{HC
spécifiques. De plus, ce type de chaperonne est souvent codé par un géne voisincddarglui
OfHIITHFWHXU HQ TXHVWLRQ 3dddlH D QG $3 BH WRR\Kdie pasO6 Q QHIH |
GIDXWUHYV HIHPSOHYV GIDVVRFLDWLRAQ KpPWpURPXOWLPPU
SK\WRSDWKRJGQHV j OTH[FHSW L RRoxspdruhfMatEan2a061evds L[ HW
H11HFWHMaydis (GUuHwig et al.,2017, communication ora)e Il serait intéressant dans le

IXWXU GH GpWHUPLQHU VL OWDEUMHBFE I1EXNRNEHY TXHORRQTXH P

/ITPYgQHPHQW PDMHXU DVVRFL p-aBviX dSsRIv1 B YNV | CDBNVeMhieX B HGQ F H
1 etAvrLm102. Cette observatiotd VW FRQWUDG L FAWRINIM DX B FO O HUIHHVW IGYL
L. maculanssur cotylédons de colza. En effet, dans le cas de gedastdes effecteurs impliqués

GDQV OfDJUHVVLYLWp GX FKDPSLJQRQ RQ V{DWHMMHE@IG j REVH
al., 2006). Cependant, nous observions dans cette étude les premiers événements de passage a la
virulence visavis deRIm10 GDQV GHV LVRODWY REWHQXV VXLWH DX GpS
possédanRIm10 ,0 HVW SRVVLEOH T X%$istaQceCap SR PEptntFolisiewsH U
DQQpHV GIDXWUHV pYqQHPHQWYV PRO pF X Gavis deRvn18tauy P H W W D
HQ PDLQWHQDQW OTDFWL-Y leMAprLr1GR Boérd bibskervés JANSL) Idps de

OTpWXGH GX FR QMsResIStENEER D Mac@ahPdés situation trés contrastées ont
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été observées DORBWLNMIX T XL QTHVW TXH IDLEOHPHQW LESOLTXp
maculans a été majoritairement perdu dans les populationis. aeaculangGout et al., 2006

Huang et al., 2010), pour AvrLmd, qui est fortement impliqué dans la fithessLdenaculans
OfpYPQHPHQW PROpFXODLUH PDMRULWDLUHReURQWaBddpVHQW
SOXVLHXUV GL]DLQHV GYIDQQpHV RINEWALNIN. XWAKRDED GHPFH)QOW G Y
DPLQp SHUPHWWDQW G pFKDRIB#HW R XD HIH PRQ Q IVIHV/ID@W HO $ D1

G 1$Y U7RHuang et al., 2006Parlange et al. 2009).

Plusieurs orthologuesGArLm101 et AvrLm102 VRQW UH W U R Xré9p ¥spéckHde G 1D X
champignons phytopathogenes, suggérant un réle important de ces deux genes pour la pathogénie.
De plus, plusieurs paralogues organisés en orientation ird@nsde génome de maculannt
€galement été trouvés, pour la plupadalisés dans des régions riches en TEs, et sont exprimés
VSpFLILTXHPHQW SHQGDQW OYLQIHFWLRQ VRLW ORUV GH OfF
OfLQIHFWLRQ VKB EWHA®BRMPOA et X\MLMm162 IDVVHQW SDUWLH G{XC
multigérique dont les membres pourraient intervenir a différentes étapes du cycle infectieux. Il
VHUDLW LQWpUHVVDQW GH UHFKHUFKHU FHVY SDUDORJXHV GD
OfLQWHUDF W RAVA fE02WAveEc une cible végétale tejee PR1 ou une cystéine
protéase est confirmée, il sera intéressant de déterminer si les autres membres de la famille
PXOWLIJpQLTXH VRQW pJDOHPHQW FDSDEOHV GYLQWHUDJLU L

pour former un hétérodimere.
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Chapitre Il :

AvrLm4-7/
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Introduction

AviLm47 HVW XQ JqQH Gl bhaculansé&eh@Quipldr detk génes de résistariRiendet
RIm7(Parlangeet al.,2009). Ces deux génes de résistance étant localisés dans le méme groupe de
OLDLVRQ JpQpWLTXH PDLV SDV HQFRUH FORQpPV QRXV QH V
GLIITpUHQWY RX GH GHX[ DOOQqOHV GTXQ PrPH JRIQ4hettHORXUP
PDVVLYHPHQW XWLOLVpH GHSXLV OHV DQQpHYV HW HVW OD
and Balesdent, 2017AvrLm47 échappe a la reconnaissance Ban4,tout en maintenant la
reconnaissance p&Im7 YLD XQ FKDQJHPHQWXG {HK@QWYONQHMR WD GHXE VW
glycine par une arginine en position 120 de la protéine AvrliZniRarlangeet al., 2009). La
résistanckRIm7HVW UHODWLYHPHQW HIILFDFH SXLVTXTHQ DQ
et son utilisation dans 50 %glparcelles de colza francaises), seules 4% de souches virulentes vis

avis deRIm7 étaient trouvées en France. Cependant cette proportion est passée a 19% en 2013,
indiquant probablement un début de contournement par les populations francaisemdeans

(Balesdenet al.,2015).

188



Figurel: FDUDFWpPULVWLTXHV VWUXFWXUDOHY GT$YU/P

A: UHSUpVHQWDWLRQ GH OD VWKWK HU H S&IPSMHQ W pH HQ UF
IHXLOOHWVB H® MDPpXNHKHWDWLRQ GX SRWHQWLHO-HUNHFWURV\
couleur bleue représente un potentiel positif, le rouge représente un potentiel négatif. Le potentiel
POHFWURVWDWLTXH D pWAPBS ghtpk/ W f@issahbditzarn.pr@) BakeetV L O
al.,2001).C: VXSHUSRVLWLRQ GHV VWUXFW X BMiveal de xdgicV RIRUP
comprenant la substitutio® 1 XQ DFLGH DPLQp SHUPHWWROMLOBIBHPRQQ
présent chez la souche v.23.1.2 (virulent sdtivar Rim4 QH GLIIqUH GH OfLVRIRUPH
la souche v23.1.3 que pour un acide aminé (une arginine remplace une glycine en position 120)

Le RMSD de la superposition est de 0,948@our 129 résidus alignés.
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8QH VWUXFWXUH ' GYLXQ-A rdcorRu&Ruiguemerf peim7a été obtenue par
cristallographie et diffraction aux rayons X avec une résolution de 2.3 A (Bloetl@a,2015).

AvrLm4-7 est composée de 3 feuilletgecouverts par une hélice )L J . L% surface de la

protéine est globalement chargée positivement (Fig.1B), ce qui laisse penser a une interaction avec
des molécules chargées négativement telles que des acides nucléiques. Une interaction avec un
ADN doublebrin de 10 pb a en effet été whe par ITC (Isothermal Titration Calorimetry) ainsi

TXH SDU GHV PHVXUHYV GYLOQWHQVLWpPp GH IOXRUHVFHQFH HC
IOXRUHVFpLQH 8QH GHX[LqPH VWUXFVWKU4aiRIM7GHX @ tdsidy RIRUP
120 estune @\FLQH DX OLHX GTXQH DUJLQLQH D pWp REWHQXH Up
UpVLGX SRO\PRUSKH GRQW OD PRGLILFDWLRQRIB#EtRIH& GpFK
GDQV XQH ERXFOH H[WHUQH HW TXH FHWalidh gooBaldeli&# DWLRQ
protéine (Fig. 1C, I. Gallay, comm. perslyois DXWUHV VXEVWLWXWLRQV SHUPH'
reconnaissance p&Im7sont également localisées dans des boucles externes de la structure, et

QILPSDFWHQW SURE D E Odt BlbbQl&\(BBmigaal &., FORSR IRU P D W L

AvrLm4-7 présente une analogie structurale avec les effecteurs de la famille RALPH-(R¢ase

Proteins expressed in Haustoria) Blegraminis Ces effecteurs sont des analogues structuraux
GIXQH ULERQXFOHDVL 6DEWWH BHQVHU TXYLOV RQW WRXV p
ancestrale (Pedersest al., 2012). lls interagissent avec des acides nucléiques tout comme
AvrLm4-7, et des expériences de pdlRZQ RQW pJDOHPHQW PRQWUp TXYLOV
protéine ribosomale (P. Spanu, comm. pers.). Enfin, ces effecteurs suppriment la mort cellulaire
provoquée par JIP60 (jasmonateuced protein), une ribosonrgactivating protein (RIP)

impliquée dans le déclenchement de la HR (Chauehay}.,1994; P. Spanucomm. pers.). Ces

HITHFWHXUV SRXUUDLHQW GRQF VXSSULPHU Of(7, HQ HPSrFKL
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VXU OHV DQDORJXHV VWUXFWXUDX[ GH OD IDPLOOH 5%$/3+ PT

SRXUUDLW DYRLU XQ PRGH GYDFWLRQ VLPLODLUH

PaU DLOOHXUV ORUVTX Y XQLNAD &5y présentRebel WiaBuQuas HeQye i@
GYDYLWOHBQAHVW SOXV UHFRQQX SDU OH XRimBHli§sbnriga/ LV W D G
et al.,,2016) 4 XDWUH K\SRWKqgVHV SHXYHQ WbsSer/atiBrH XWithufHetGTH[SOL
AvrLm3 pourraient partager une méme cible végétale, et étre en compétition pour interagir avec

elle (Fig. 2A). Alternativement, Avr(Lm4 SRXUUDLW PRGLILHU FHWWH FLEOH G
puisse plus interagir avec AvrLm3i¢-2B). AvrLm4-7 pourrait également directement modifier

ou dégrader AvrLm3 (Fig. 2C). Ces trois premiéres hypothéses ont été partiellement invalidées au
cours de la thése de Clémence Plissonneau dans la mesure ou les ciblebydwiddeéalisés

pour AvrLm3 et AviLm4 FRQWUH XQH PrPH EDQTXH F'1$ QTRQW SDV St
YpJpWDOHYVY FRPPXQHV HW TXYI{DXFXQH LQWHUDFWLRQ SK\VL"
doublehybride direct entre AvrLm3 et AvrLmZ# (Plissonneau et al. 2016). lguatriéme
K\SRWKgVH HVW VHXYPYW PXQ VXSSUHVVHXU GHV YRLHV GH V
GpFOHQFKpH SDU OD UHFRQQDLVVDQFH G{$YU/P SDU 50P )L

basé mon travail de these.

Je présente dans ce chapitttV UpVXOWDWYVY REWHQXV ORUV GH OD FDUDFV
7. La premiere étape de ces travaux a consisté a rechercher des cibles végétales pou7 AvrLm4

/ID VHFRQGH pWDSH D pWp GH GpWHUPLQHLY dam> IREES&SOLYVDW L
YpJpWDOHV 3XLV VXLYDQW 8YK\ SRKRQ KXSEH UEKMSMXIUP GH O 1 (7
suppression de la mort cellulaire dans le tabac ont été effectués. Enfin, afin de déterminer plus

précisément quels processus cellulaire AvrbEmmpacte, deOLIJQpHV W U DAQINalign@ LT X HV (
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exprimant cet effecteur de maniere stable ont été générées et testées pour leur sedsibiigéts

agents pathogenes

192



Figure2 +\SRWKgVHV SRXYDQW H[SOLTXHU OD VXSSUHVVLRQ G}
50P HQ SUpVHQFH GT$YU/P

A AvrLm3 et Avikm4 LQWHUDJLVVHQW DYHF XQ PrPH Up/FaMesWHXU (
FH UpFHSWHXU HPSrFKH OD BHMARQRE AWV DiRtetagsteny avée

une méme cible, ArLm4 PRGLILH FHWWH FLEOH HPSrFKKE. OD UHFRC
AviLm4- PRGLILH $YU/P TXL Q B VAWMLBOXMptimd R éExetibins de
GplHQVH GpFOHQFKpHY SDU OD UHFRQQDLVVDQFH GT$YU/P
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Résultats

1. _GHOWLILFDWLRQ GH FLEGgidar cibbeldouble bybrideG 1$Y U/ P

Un premier crible doub-K\EULGH D pWp UpDOLVp GDQV OfpTXLSH DYDQV
FRQWUH XQH EDQTXH GY$'1F REWHQXV VXLWH RI®}pa®BHFWLRQ
souche dé.. maculansl9.4.24 (interaction compatibjda souche est viruleatsur cultivaRIm7

et avirulent sur cultivaRIm3 DILQ GTHQULFKLU OD EDQTXH HQ WUDQVFU
infection. Les prélevements ont été faits a 3, 7 et 14 joursinfestion sur cotylédons de colza.

La banque a été clonée dans lasphide pGADT7 afin de fusionner les ADNc au domaine
GIDFWLYDWLRQ GHV JgQHV UDAERYM N EIThéGxnsFd plasmite W D Q ¢
pGBKT7 pour le fusionner au domaine de liaison au promoteur de ces génes rapporteurs. Ce crible

D SHUPLV GYLGHQWLILHU SXLV GH YDOLGHUhybridé HiedteV YpJIpW
(Tableau 1). Une de ces ciblesgtielles est une protéine ribosomale, comme observé pour les
HITHFWHXUY GH OD IDPLOOH 5%$/3+ DRQd&BR graAminis &t vonsitieW X U D X |
de fait la cible la plus prometteuse. Cette cible est localisée dans les chloroplastes késs cellu
YpJpWDOHYV ORUVTXJHOOH HVW. berghdrhigna(Fiy/ 3)D € Yaseédelud H P H Q W
SHSWLGH VLIJQDO GIDGUHVVDJH DX[ FKORURSODVWHY GYDSU«¢

et al.,2000).

Plus recemment, un deuxieme crible dotliferide a éte réalisé par la pldteme ORFeome (C.

Lurin, Orsay) contre une banque de 10600 CDS (Coding Sequences) correspondant a environ la
PRLWLp GKAMh&ianaGédcrible a permis de mettre en évidence 6 autres cibles végétales
potentielles, DXFXQH QYfpWDQW FRPPXQH DYHF FHOOHV LGHQWLIL

GTM1$'1F GH FRO]D LQIHFWp 7DEOHDX
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7TDEOHDX &LEOHV Y pJpWD O HVidenRfidesl pav\ctilbieCdoubly hibfideY U / P

FROQWUH XQH EDQTXH GT$'1FE. GatuO]D LQIHFWp SDU

Nombre Compartiment

Interactant GIRFFXU Fonction cellulaire**
BnaC029g04820C 2 Ribosomal protein L10 family Intracellulaire
BnaC08g28500C 1 Glycosyl hydrolase Plasmodesme
BnaA09g19810D 7 Ubiquitine Nucleocytoplasmique
BnaCnng33260C 1 Trypsinlike serine protease Choloroplastes
BnaA08g15930D 1 Cinnamyl alcohol dehydrogenase 8 Inconnu
BnaC08g15940LC 1 Unknown Inconnu

Ces interactants  potentiels ont été validés par dduldede  direct.
* QRPEUH GIRFFXUUHQFH Re FH FORQH D pWp UHWURXYp GXL
*x OD SUpGLFWLRQ GX FRPSDUWLPHQW VXEFHOOXODLUH D p

TargetP 1.1 (Emanuelssenal.,2000).

7TDEOHDX &LEOHYV Y pJdpW DhaHVidengidesl qavckilbieCdoubly h@fidey U

FRQWUH XQH EDQ@Takana 125) G

Compartiment

Interactant Fonction* I
cellulaire

bZIP transcription factor induced t
At3G51960.1 Salt stress and promoting si Nucléocytoplasmique
tolerance
Mito mRNA, nuclear gene encodir
mitochondrial
Cysteine/Histidingich C1 domain
family protein (zinc ion binding)
Similar to JAB1, a specific
At1G22920.2 mammalian coactivator of AP Nucléccytoplasmique
transcription
At5G13890.3 Unknown Endomembranes
At1G58100.1 ]:I'CF_’8 (TCP transcription factc
amily)
*. la fonction etla ORFDOLVDWLRQ VXEFHOOXODLUH RQW pWp GpW

At4G25200.1 Mitochondries

At5G22355.1 Inconnu

Noyau

disponibles sThttps://www.arabidopsis.org/
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2. /IREDOLVDWLRQ VXEFHOOXODLUH GT$YU/P

-IfDL H[SULPp W AVLQ¥1fWiehhdJaHBHPQANSs des feuilles dé. benthamianaCet

effecteur présente une localisation nueEEBOWRSODVPLTXH ORUVTX{LO HVW H[S|
SHSWLGH VvVLJQDO GI{DGUHVVDJH H[WUDFHOOXODLUH )LJ &
Blondeauet al. (2015) qui avaient également obserwé localisation nucléoytoplasmique pour

cet effecteur. De plus, Blondeau et al. (2015) avaient mis en évidence, par des expériences de
ERPEDUGHPHQW GH SDUWLFXOHV G D Qnét&tHecoritd par@Rméd st GH FR
50P | OTLQW pluesvedgeta@s] ¥t dnHé&yalement mis en évidence une translocation

G 1$Y UT7Hans des racines de soja et des cellules de mammiféres. Toutes ces expériences vont

GDQV OH VHQV GT1XQ PRGH GYDFWLRQ LOQWUDFHOOXODLUH SR

3. Suppression de la mort cellidire par AviLm4 -7

AviLm4- pWDQW FDSDEOH GH PDVAXHGp®RIME H¥ RQLQ DO LVW DAAKH SR
TXI$YU/RMHUDLW XQ VXSSUHVVHXU GH Of(7, $ILQ GH YDOLGH
si AvrLm4-7 était capable de supprimer la meetlulaire provoquée par différents inducteurs de

PRUW FHOOXODLUH -YDL GRQF W dansyed féviRels ddHdemtr@iana[ SULP p

et coexprimé les inducteurs de la mort cellulaire BAX, NEP1, INF1 et AvrPto 24h plus tard.

,O DS SDUMDmA7 dasXchpable de supprimer la mort cellulaire provoquée par un marqueur

GH Of(7, $YU3WR PDLV DXVVL GH ROibfe&ans ajds) queXi@riorp O L FL W
cellulaire provoquée par des inducteurs généraux (BAX et NEP1). Cette suppdestaomort
FHOOXODLUHRAvIDNAD MHRAW XX QRQ H[SULPp DYHF VRQ SHSWL
extracellulaire (Fig. 5), et est tres efficace (les niveaux de mort cellulaire sont trés faibles, voire

QXOV HQ SUpVHQFH GT$YU/P
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Figure 3: Localisation subcellulairede la cible G 1 $ Y U/MRlansN. benthamiana

Ribo (protéine ribosomale, codée par le gBnaC02g04820D@lu colza)a été fusionneéa laRFP

et transitoirement exprineédansN. benthamianaD YHF RX VDQV VRQ SHSWLGH VL
extracellulaireLa fluorescence a été observée par microscopie confocale 48h apres infiltration, a

un grossissement de x6Bf pFKHOOH UHSUpVHQWH —P

Figure4 /RFDOLVDWLRQ VXEFH @OsNOEnthdaHiaa$Y U/P

AvrLm4-7 a été fusionné a I@FPet transitoirement exprimé daNs benthamianavec ou sans
VRQ SHSWLGH VLJQDO G 1 Dhafludtessebes k éte] vbhseyéeHar Onico e apieH
confocale 48h apreés infiltration, a un grossissement de .FKHOOH UHSUpVHQWH —
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AvrLm4-7 est un analogue structural des effecteurs RALPBI. dgaminisqui suppriment la mort

cellulaire provoquée paliP60, une Ribosomal Inactivating Protein impliquée dans les réactions

GH GpIlHQVH $ILQ GH GpWHUPLQH LU pourraittétr® coaparabl§ B EANMILRQ G
de ces effecteurs @& graminis M{DL UpDOLVp OHV PrPHV W ldelllaive éhH VXSS |
exprimant transitoirement le géoedant- ,3 FKH] OTRUJH (QFR Urtesc@pdbleRLY $Y
GH VXSSULPHU WUqV HIILFDFHPHQW FHWWH PRUW FHOOXODLI

signal (Fig. 6).
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Figure 5: AvrLm 4-7 supprimela mort cellulaire provoquée par plusieurs inducteurs.

AvrLm4-7 a été exprimédransitoirement dans des feuilles Mebenthamianaavec ou sans son

peptide signatle sécrétion. 24h plus tard les inducteurs dedet cellulaireAvrPto, BAX, NEP1
etINFIRQW pWp H[SULPpV j OHXU W RQU3101BxpvirRaXtHévdcteuf ideU RED F V
(PMPQ) a été utilisée comme témoibes notations ont été réalisées entre 7 et 10 jours apres
LQILOWUDWLRQ GH OfLQ G X Fwresddndat & laPrRdyaine Fde @losier® L U H
H[SPULHQFHYVY LQGpSHQGDQWHY HQWUH HW VHORQ OfLQG X

6 feuilles testées sur au moins deux plantes différentes.
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4. Génération et caractérisation morphologigue de lignées transgéni H \A. @& 8liana

exprimant constitutivement AvrLm4-7

Afin de déterminer les processus cellulaires ciblés par AviLm4GHY OLJQpPHV WUDQVJpC
thalina OfH[SULPDQW GH PDQLqUAWrLn® Delze® Hu s doR G@ptidéLlsiyndalw L Y H
GYDGUHVVDJH H{[WUDFHOOXODLUH RQW pWp JpQpUpHV $ OfL
retenues pour chaque transgene (avec ou sans peptide sBjhgh)ées homozygotes a insertion
VLPSOH HW XQH OLJQpH SUpVWQWQQW GO XD |GG XEHH G W H W RV
SKpQRW\SHV OL p VAyriin}H4BaieRt\uV effet@ose La présence du transgéne dans

OHV OLAQmaENa B fpWp YpULILpH SDU 3&5 HWAV@QRM4DdaNHEX G H[ S

lignées a été évatpar gRTPCR (Fig. 7).

Les lignées transgéniques exprimawtLm47 ne présentent aucune différence morphologique
DYHF OfpFRW\SH VD XesDhlaiestpRuBsen) & A méme vitesse et aucune différence

de taille de feuilles, de tigesou de flbly QTHVW REVHUYpH
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Figure 6: AvrLm 4-7 supprimela mort cellulaire provoquée parJIP60

AvrLm4-7 a été exprimédransitoirement dans des feuilles Mebenthamianaavec ou sans son

peptide signatle sécrétion. 24h plus taltP60a été exprimé asoW R XU /D VRXFKH GIDJUI
exprimant le vecteur vide (pMP90) a été utilisée comme térhem notations ont été réalisées
HQWUH HW MRXUV DSUQqV LQILOW U D \Wpresent@tHa Ofiyle& X FW H >
de 5 expériences indépendastiu cours desquelles entre 6 et 11 feuilles ont été infiltrées sur 3 ou

4 plantes différentes.
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5. Caractérisation desOLJOpHV W U D @O.\WhalaDd ekpfimant Gofistitutivement

AvrLm4-7 pour leur sensibilité a différents champignons pathogénestorotrophes,

hémibiotrophes et biotrophes.

$ILQ GH GpWHUPLQHU VL A@QHERA/S aifelcieV la Rsénsibilité Dde© kgndad]
transgénigues aux stress biotiques, ces lignées ont été inoculées avec différents agents pathogénes

fongiques présentant des modes de vie contrastés (biotrophe obligatoire, hémibiotrophe,

nécrotrophe).

Les lignées trangmiques exprimarAvrLm47 de maniere stable ont été inoculées avec 3 espéces

de Colletotrichum: C. higginsianum HV SgqFH S D W kKhRlihgd €. désfructivumet C.

orbiculare HVSqFHV QRQ A Bhalidng.JleQdypt@ries observés apres itidecdes

lignées transgéniques avechyginsianumme sont pas plus plus importants que ceux observés sur
OTpFRW\SH &R destruetivai@dC/orbiculareQH VRQW SDV FDSDEOHV GTLQ

transgéniques, indiquant qu® TH[S U H V@ HRW@A fn¥ e hermet pas de supprimer la

résistance nohote (données non présentées).

Les lignées transgéniques ont également été inoculées avec la souche de référdiceeB05
Botrytis cinerea(agent pathogene nécrotrophe). La taille moyenne dessescsur les lignées
WUDQVJIpQLTXHV QYHVW SDV VLJQLILFDWLYHPHQW GLIIpUHQ\

OJH[FHSWLRQ GH GHX[ OLJQpHV )LJ AUQBILDNDRXRIP ARMW B 180
OD VH QA falianadBpcitefe.
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Figure OHV OLJQpHV WAUDajavidax@iEnt AVLnGLY.

([SUHVVAVRR4GGDQV OHV OLJQpHX HMaikPeQ VBIpQLYKIBYX GITH[SUH"
GMrLm47 HVW UHODWLI j OTH[SUHNADHR QT B S WY N LGR-QigReeMOI HF K D T
correspond a la moyenne de deux répétitions biologiques et deux répétitions techniques. Les noms
des transformants exprimant AvrLAT4avec (47PS) ou sans {4noPS) son peptidgignal sont
LQGLTXpV VRXV OD IRUPH G 1Y X-Q« F ReGrdisipnt& lehiffreFeriespbnd du 7 U
nombre de la répétition technique (34 «

Figure OTH[SUHVYV LAQMY¥-YWars 8. thafia QIDIITHFWH SDV OD PRUSKR
plantes.

Morphologie des plantes exprimaiirLm47 de maniere stable comparéefp FRW\SH GH UplpU]|
Col0. Les plantes ont été cultivées en jours courts (alternance de 8h de jour et 16h de nuit). Les
noms des transformants exprimant Avrlihévec (47PS) ou sans {4noPS) son peptidgignal

VRQW LQGLTXpV VRXV OxxhifRds Pl GTXQ FRGH j GHX
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Les lignées transgéniques ont également été inoculées avec 2 southemadelans(JN2 et

v70.1.11)L. maculansQ THVW SDV FDSDEOH GYLQIHRVWAHU O pPR\WQ YY3H/ WF
SDV QRQ SOXV FDSDEOH GYLQIHFWHUAGLHM7GUCLO gyrhptoMeEU D Q V J p
QIfHVW REVHUYp DSUqV LQRFXODWLRQ HW OH GpS{W GH FDO

WUDQVJIpQLTXHV HW VXU OfEEsRu\BddeddRs). )LJ HW GR

(QILQ OHV OLJQpHV WUDQVJIpQLTXHV RQW pWpEL§FREXOpHYV
cruciferarum /H UDSSRUW HQWUH OH QRPEUH GTK\SKHV VHFRQGDL

de spores germées a été determine 2 jmostinoculation.

&ROOHFWLYHPHQW FHV UpVXOWDWYVAWUQ@EL danslA) Wali@dnaH O JHJS

QYDIIHFWH SDV OD VHQVLELOLWpPp GH FHV OLJQpHV j GLIIpUHQ
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Figure OTH[SUHVYVLARQMYI-Wdaks@ Hhalidha QIDIIHFWH SDV OD VHQVL
plantes aBotrytis cinerea

Les lignées transgéniques ont été inoculées avec des spoBstrgiis cinerea(souche de
référence B08.0). La taille des nécroses a été mesurée 6 jours apres infection au cours de 4
expériences indépendantes. Les étoiles indiquent des différences statistiquement significatives
avec le témoin ColO (test t de Student, p<0,05).

Figure OTH[SUHVVLROQM¥WNBEM tha®fa QIDIIHFWH SDV OH GpS{W
VXLWH | OTL Q RépoSphadtin RaruBimsU

Les lignées transgéniques ont été inoculées avec des sparegtogphaeria maculansouche

v77.1.11). Lacallly H D pWp PDUTXpH DX E O Hhsculafidh et IesloQservativhR X UV S
ont été faites au microscope confocal a un grossissement dékpF KHOOH UHSUggVHQWH
noms des transformants exprimant Avrl-ihévec (47PS) ou sans {4noPS) son gptidesignal

VRQW LQGLTXpV VRXV OD IRUPH-G&GTXQ FRGH j GHX[ FKLIITUHYV

205



Figure OTH[SUHVYVLARQMY¥-WIaits@.HhaBdha QTDIIHFWH SDV OD VHQVL

plantes aErysiphe cruciferarum

Les lignées transgéniques ont été inoculées avec des sparesdeferarumLe rapport entre le
QRPEUH GTK\SKHVY VHFRQGDLUHV IRUPpV SDU UDdetesmidéV DX QR

2 jours posinoculationau cours de 2 expériences indépentds.
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Discussion

/IHV UpVXOWDWYV REWHQXV ORUV GH OD -FDaub p&mpditent D W L R C
GY{DPpOLRUHU QRWUH FRPSUpPKHQVLRQ GH VRQ PR&GH GIYDFV
présente une localisation nucldoO\WRSODVPLTXH TXTLO ¥ BonWeptdessighaPp DY HF
FH TXL VXJJqUH XQ PRGH GIDFWLRQ -hy@rideudalisés@@ pedrislde H /HV
mettre en évidence des cibles végétales potentielles, dont une protéine ribosomale qui correspond

au type de cibles végétales avec leslgs interagissent les effecteurs RALPHRBIlegraminis
DQDORJXHV VWUXFWXUDX$ U YSQUF/HR7 GpErt¥tUde supprimer la
UHFRQQ D IAViVmBQ& RIMG %t AvrLm4-7 est capable de supprimer la mort cellulaire
associée aux inducteurs @erhort cellulaire BAX, NEP1, INF1, AvrPto et JIP60. Cependant, les
lignéesGT1$ W KeRpbih@antdWLm47 de facon constitutive ne présentent aucune différence

PRUSKRORJLTXH RX GH VHQVLELOLWp DX[ PDODGLHV FRPSDU]I

AvrLm4-7 présente des analogies structurales avec les effecteurs RALBRgr@eninis qui sont

euxmémes des analogues structuraux de ribonuclébssstibonucléases peuvent remplir de
nombreux réles dans les interactions k@déhogéne ou la compétition entreécroorganismes.

Elles sont souvent a la base des systémes taxitixine utilisés par les bactéries pour éliminer

des compétiteurs partageant la méme niche écologique €€abk013). Elles sont généralement

classées en deux types qui ont poumpeommun de cibler trés spécifiquement une séquence
conservée dans la plupart des ARN ribosomaux, la boucle saidme Les Ribosome
Inactivating Proteins (RIPs) provoquent la dépurination de I'ARNr 28S via le clivage de la liaison
entre une adéninet ée ribose (Walshet al., 2013). Les ribotoxines fongiques quand a elles
GpJUDGHQW GLUHFWHPHQW Of$51U 6 VDQ\wt8R¢MHDArSDU XQH

les deux cas, le résultat est une inhibition totale et irréversible de la tradulttieffecteur de’.
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tritici possédant une activité ribonucléase a récemment été caraciEfigirésente deux pics
GTH[SUHVVLRQ XQ -igfettioR, leHIE) secBndSIR Youvs pastection. Cet effecteur

présente une activité ribonucléase et taxecité contre les cellules végétales, ainsi que contre des
levures et des bactéries, mais pas codtrdritici, ce qui suggere une implication dans la
FRPSpWLWLRQ FRQWUH GYDXWUHV PLFURRUJDQEMMiEIV SUpVFE
(Kettles et al.,2017). Dans le cas des effecteur8dgraminis OfDFWLYLWp ULERQXFOQPpL
conservée, de méme que les résidus habituellement présents dans le site actif de ce type de protéines
(Pedersemt al., (Q UHYDQFKH FHWQHISHRAPWHEH QW $OXYW GIDFWLY
sont impliqués dans la suppression des défenses de la plante. On peut citer BEC1054 qui cible une
SURWPLQH 35 DILQ GH VXSSULPHBMOMXBA,XKRXUQ P H I IHHW,HE pF
par la reconnaissa F HAvEPf 3?2 parPm3a/f(Bourraset al.,2015, 2016; Parlangst al.,2015;
Penningtoret al.,2016). /fHIITHFWHXU % (& LOQWHUIqQUH DYHF OHV UpDF
qui impliqguent des ARN ribosomaux (Spaatal., '"{DXWUHV e&iBlgraminis XUV G
présentent des analogies structurales avec des ribonucléases,Aaimg de B. graminif sp.

hordei, qui présente deux homologues chez les espéces pBchefiticaleet B. g. secalisces

WURLYV JqQHV GYDYLUXOHQFH pWDQW UR2dR@I@ XYV SDU OH PrPH

6SDQX D SURSRVp TXH FHV HIIHFWHXUYVY DQDORJXHV DX]|
YpJpWDOH YLD GHV LQWHUDFWLRQV DYHF BEEILU4SEdsent& H O D
plusieurs points communs avec AvrLi4 il est structuralement analogue a des ribonucléases. Il
LOQWHUDJLW DYHF GHV DFLGHV QXFOpLTXHV DLQVL TXYTDYHF
cellulaire provoquée par JIP60 (P. SpanRRP SHUV 2Q SHXW VXBS®RVHU T
présente pas de fonction ribonucléaaacun domaine caractéristique des ribonucléases, ni aucune

DQDORJLH VWUXFWXUDOH DYHF FHV SURWpPLQHV @fdanspWp PL\
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des cellules végales, animales, bactériennes ou fongiques ne présente aucune toxicité. En
revanche, Avr(Lm4/ est capable de supprimer la mort cellulaire, notamment celle induite par
JIP60, ce qui laisserait supposer comme pour les effectelBs gimminisque seul le dle de

suppresseur des réactions de défense a été conserve.

SOXVLHXUV H[HPSOHV GYTHIIHFWHXUV VXSSULPDQW Of(7, GptF
effecteur ont été rapportés, mais les évenements moléculaires menant a cette suppression sont pour
lePRPHQW ODUJHPHQW PpFRQQ XN oxyspdriih f.€pYlftbpersepHrxie $YU G
la reconnaissance des effecteurs Avr2 et Avr3 par les génes de résiseti8eale la tomate via

un mécanisme encore inconnu (Houterragal.,2008). Il en vale méme pour plusieurs effecteurs

deB. graminis incluant SvrPm3™ TXL SHUPHWWHQW GH VXSSULPHU OD U
effecteur (Bourra®t al., 2015, 2016; Parlanget al., 2015). Les mécanismes moléculaires de
VXSSUHVVLRQ GH @fnus cheR&3 Backtids, eh particulier ¢hezyringae Ainsi,
OfHIIHFWHXU $YU5SW GpJUDGH OD SURWpPLQH 5,1 GRQW OC
HQWUDLQH Of(7, $YU5SW VXSSULPH GRQF VSpPFLILTXHPHQW
et al, 'H PrPH OfHIIHFWHXU $YU3SK% VXSSULPH OD UHFR
NLQDVH 5,3. 530 ,QWHUDFWLQJ 3URWHLQ .LQDVH UHVSRQV
phosphorylation de RIN4 (Russel al., (QILQ OTHIIHFWHYWUYRIDYHO OYDI
du facteur de transcription NTL9, qui intervient dans les réeactions de défense de la PTI comme de
of(7, &HSHQGDQW +RS' QH VXSSULPH SDV OD 37, GpFOHQ!
VSPFLILTXHPHQW Of(7, ,CHVYBXUNVGRBIF IGIMXeRMBI1DIIEs, %ORF
tests de suppression de mort cellulaire sur feuilleiNd&éenthamiananous ont montré que
OfH[SUHVVLRQ WUPDQYHWHRHW HG @ WH/PIpUHU j OD IRLV DYHF

cohérent comie-tenu de la conservation des voies de signalisation menant a ces deux réponses
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(Tsudaet al.,2010). De plus, AvrLm4 HVW FDSDEOH GH VXSSULPHU OD PRU!
exprimé avec ou sans son pepisignal. Cela est en adéquation avec la lsatibn intracellulaire
G 1$Y U7Bbservée par Blondeat al. (2015) et confirmée par mes observatidbspendant,
OTH[SUHV VLR Q AWBRQ BahsA. Xhalianal) TOIXJPHQWH SDV OD VHQVLEL

obtenues aux agents pathogenes, quel quiesomode de vie et leur interaction avedhaliana
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Chapitre IlI :

AvrLma3
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Introduction

La résistanc®Im3 a été largement utilisée depuis le début des années 1990, puis maintenue dans

la plupart des cultivars de colza depuis cette époque (Rouxel et Balesdent, 2017). Plusieurs études
UpDOLVpPHVY HQ JUDQFH HW HQ (XURSH HQ \taitiquasimehtacun R QW
isolat avirulent visxvis deRIm3dans les populations naturellesldenaculangBalesdentt al.,

2006; Stachowialet al., ITK\SRWKqVH D GITDERUG pRMWBavBitatéH TXH C
ODUJHPHQW FRQWR X Wa)péte laWwéRistancBmR AHQH @MV SDFH GH WURL
FXOWXUDOHYV 5RX[HO HW DO & H S H Q-G \isQI¥RIMOMPD-B\SW U L W
GH IDoORQ VXUSUHQDQWH DFFRPSDJQpH GH OYDSSBULWLRQ F
RIm3 (Plissonneau et al., 2006). De plus, une analyse des populations mondialesadalansa

montré que 95% des souches isolées en Amérique du Nord étaient soit virulerRés Get

avirulentes suRIm3 soit avirulente surIm7et virulentes surRIm3(Dilmaghaniet al.,2009). Ces
observations ont mené Plissonnesdial. j IDLUH OTK\SRWKqgVAOmMYH OD SL
HPSrFKDLW OD UAFWRGEARINEVIE effettivaGrient été confirmé lors du clonage

GX JgQH G TBXYLMBYUe deQgnel était présent dans toutes les souchds deculans

isolées a ce jour et que sa reconnaissanceRpa8 HVW VXSSULPpH AdrOM4a&aUpVHQFI

(Plissonneau et al., 2016)

ORQ K\SRWKgVH FR QAviHrio47 De@sia sopprésgionHieGffeconna@satAveh i3

parRIm3 pWDLW TXTYHWEPLW XQ VXSSUHVVHXU GH Of(7, FI FKDS
OH GpFOHQFKHPHQW GHV UpDFWLRQV Am3patRIQARLsIENrs WH | OL
DXWHXUV RQW pPLV OTK\SRSIXYLVRD DXWH AOHY¥, VIRIQMNVE MY VHMX F\
SOXV WDUGLYHPHQW DILQ GH PDVTXHU OD UeRRQQQDHLVVDQF

Houtermanet al., 2008; Wanget al., -fDL GRQF pPLV AMK3ISRANVUMgVH TX
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effecteur apparu plus prF R F p P FARQWhA7 XD QV O KLV W R thecuylarRk 8 WWILXYTH. @ H
était impliqué dans la suppression de réactions de défense plus générales, comme la PTI ou les

défenses basales.

Ce chapitre regroupe plusieurs résultats obtenus au cours de neotiEes@ant la caractérisation
IRQFWLRAQKHD OHNDGEIGpWHUPLQp OD ORFDOLVDWLRQ VXEFHOC
transitoire dan®N. benthamian&t A. thaliana -YDL pJDOHPHQW UpDOLVp GHV WH
la mort cellulaire afin de déteimer si AvrLm3 était impliqué dans la suppression des réactions de
défense de la plante. Des cibles végétales ont été recherchées pour cet effecteur afin de déterminer
avec quels processus cellulaire il pouvait interférer. Enfin des lignées transgénfgubsitana
exprimantAvrLm3de maniére stable et constitutive ont été générées, et les phénotypes associés a

O TH[S UHWNmRIghs@Es lignées ont été étudiés.

Résultats

1. /RFDOLVDWLROQ VXEFHOOXODLUH GT$YU/P

-I{DL H[SULPp W WLDIONZ fugioRNEUBHEGFR) W la RFP dans des feuilles dbl.
benthamianaCet effecteur présente une localisation nudoW RS ODVPLTXH ORUVTXTLC
VDQV VRQ SHSWLGH VvLJQDO GIDGUHVVDJH HIWUDFHOOXODLU
sonpeSWLGH VLJQDO $YU/P HVW ORFDOLVp GDQV OYDSRSODVP
VIDVVXUHU TXH OD ORFDOLVDWLRQ REVHUYpH-expfitve BLHQ XQ
GFP et AvrLm3avec son peptide signal fusionné &RIaP. Ainsi le cytoplasme des cellules est

PDUTXp DYHF OD *)3 HW OD ORFDOLVDWLRQ DSRSODVWLTXH
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Figurel ORFDOLVDWLRQ V XE B&hSENObeatamidridet@ fthatianaP

AvrLm3 a été fusionné a I&FPou laRFPet a été transitoirement exprimés avec ou sans son
peptide signal dars. benthamianauA. thaliana La fluorescence a été observée par microscopie

confocale 48h apreés infiltration, a un grossissement de x63.

A: HISUHVVLRQ ALDIEnsEOmR peptide Gdghal fusionné a &P (AvrLm3noPS
*)3  HWvria® avec son peptide signal fusionné aR&P (AviLm3PSRFP) dansN.
benthamianaB: Co H[SUHV VLR Q X3 nVdc\WOR pdpititle Gifinal et deG&Pdans
N. benthamianalLa deuxiéme imge correspond a un zoom sur une partie de la cellule observée.
C: H[SUHVVLRQ UM aVeC WOR peldtide Gidnal fusionné &P (Avr(Lm3PSRFP)

dansA. thaliana Les échelles représentent 10 pum.
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$ILQ GH WHVWHU OD ORFDOLVDWLRQ GDQV XQH SODQWH SO’
AvrLm3avec son peptide signal fusionné aRBP GD QV GHV S\Otbaflaviaxdetid oiss 1
également, AvrLm3 avec son peptide signal présente une loicalisattracellulaire (Fig. 1C).

$YU/P DYHF VRQ SHSWLGH VLJQDO HVW GRQF ORFDOLVp GDQ

tabac comme dans une Brassicacée.

2. _.GHOWLILFDWLRQ GH FLEOHYV YpJpWDOHYV GY$YU/P SDU F

Un crible doublenybride avait été réalisé dans le cadre de la these de C. Plissonneau afin
GILGHQWLILHU GHVY SURWpPLQHYV YpJpWDOHY LQWHUDJLVVDQW
UpDOLVp FRQWUH XQH EDQTXH G T $uL@EtivRiEl ¢oigexDaroX panial j O L
souche deL. maculansY LOQWHUDFWLRQ FRPSDWLEOH $YU/P DY
EDQTXH HQ WUDQVFULWY SHUWLQHQWY GDQV OH FDV GYXQH
14 jours postnfection sur ctylédons de colza. La banque a été clonée dans le plasmide pGADT7
DILQ GH IXVLRQQHU OHV $'1F DX GRPDLQH GYDFWLYDWLRQ
T AYrLm3a été cloné dans le plasmide pGBKT7 pour le fusionner au domaine de liaison au
promoteur GH FHVY JgQHV UDSSRUWHXUV &H FULEOH D SHUPLV (
végétales potentielles par doulbigbride directe (Tableau 1). Sur ces 4 cibles, une seule est prédite
comme étant sécrétée et serait donc compatible avec la localisako8 @D VWLTXH GI$YU/F
VIDJLW G 1 X QébksBdiatdrl Yrio@i (iWMaP9), une protéine impliquée dans le clivage de la

forme de stockage des glucosinolates en principes actifs ayant notamment des propriétés
antimicrobiennes et répulsives pour les insg@Halkier and Gershenzon, 2006)-fDL H[SULPp
transitoirement cette cible daNsbenthamian&tA. thaliana 6DQV VRQ SHSWLGH VLJQD

extracellulaire, cette protéine présente une localisation nagtéplasmique (Fig. 2A et 2C).
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Tableau 1: &LEOHV YpJpWDOHV SRWHQWLHOOHV GY$YU/P

FROQWUH XQH EDQTXH GT$'1FE. GatulSO]D LQIHFWp SDU

Nombre Compartiment
Interactant GIRFFXUH:! Fonction cellulaire**
BnaC06g13840C 1 Endoplasmic Reticulum Réticulum
Membranegorotein endoplasmique
BnaC06g06760C 1 Myrosinase Associated protein ~ Apoplasme
BnaC01g38670C 2 ATPase Inconnu
BnaA09g55550D 1 Inconnue linconnu

Ces interactants potentiels ont été validés par ddufiidde direct.

* - nombredefois ou ce clone a été retrouvé durant le crible.

* OD SUpGLFWLRQ GX FRPSDUWLPHQW VXEFHOOXODLUH D p

TargetP 1.1 (Emanuelssenal.,2000).
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&HSHQGDQW ORUVTXYHOOH H VynalH4 $oodlisaponDd¢é H&te\cRI® Nn& HS W L
correspond a aucune localisation cellulaire connue : de la fluorescence RFP est observée sous la
forme de longs filaments intracellulaire convergeant en agrégats (Fig. 2B et 2D). La localisation

des 3 autres ciblesjentifiées par doublaybride, a également été déterminée par expression
transitoire dans le tabac OTXQH GHV SURWpPLQHVY HVW ORFDOLVpH GDQ)\

deux autres dans le réticulum endoplasmique (Fig. 2F et 2G).

3. Suppression de lamort cellulaire par AviLm3

$ILQ GH GpWHUPLQHU VL $YU/P HVW LPSOLTXp GDQV OD VX
effectué des tests de suppression de la mort cellulaireNddenthamiana - DL Ge®imeF R
transitoirement AvrLm3 avec les inducteurs de la mort cellulaire BAX, NEP1, INF1 et AvrPto.
$YU/P HVW FDSDEOH GH VXSSULPHU FHVY WURLY PRUWY FHOO.:

sans son peptide signal (Fig. 3).

4, GénératLROQO GH OLJOpHV W thBliandé&minanhtXAdrVma |

constitutivement.

Des lignées transgéniques exprimamtLm3de maniere stable et constitutive, avec ou sans son
SHSWLGH VLJQDO GYDGUHVVDJH H[WUDFHO Oxde bdledtitn, RQW pW
lignées ont été retenues pour chaque transgene (avec ou sans peptide igighges
KRPR]J\JRWHV j LQVHUWLRQ VLPSOH HW XQH OLJQpH SUpVHQYV
GPWHUPLQHU VL GYpYHQW XHWVASRK@IBRMENEUH dffeDdope/ Lp Idfine [ S
intégration du transgéne a été verifiée par PCR, et son expression a été verifiee PR FFIg.

4).
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Figure 2: localisation subcellulaire dansN. benthamianaet A. thaliana des cibles potentielles
GI$YU/P LGHQWLILpHV ORbideGX FULEOH GRXEOH

Les cibles ont été fusionnées a@&P ou la RFP et transitoirement exprimées (avec ou dans
SHSWLGH VLJQDO GY{DGUHVVDJH H[WUDFN Ocbtkambd eutA. GDQV O
thaliana La fluorescence a été observée par microscopie confocale 48h aprés infiltration, a un

grossissement de x63.

A : expression transitoire d&lyaP9 sans son peptide signal fusionné akEP (iMyaP9noP$S

GFP) dandN. benthamianaB : expres®n transitoire déMyaP9avec son peptide signal fusionné

a laRFP (iMyaP9PSRFP) dandN. benthamiana /fLPDJH FRUUHVSRQG j XQH SURNM
GIXQ HQVHPEOH GTLPDJHV SULEYHN[FEGHMY URQ \WPOQaR \WRRQ G Hi
son peptile signal fusionné a I&FP (iMyaP9noPSGFP) dansA. thaliana D : expression

W U D Q ViMyaRIalkEl s@ Peptide signal fusionné KEP(iMyaP9PSRFP) dand\. thaliana

/IfLPDJH FRUUHVSRQG j XQH SURMHFWLRQ PD[LPDOH GTXQ F
profondeursE : expression transitoire iSNA1 fusionné a IRFP(ASNA1-RFP).F: expression

transitoire dPRMDL fusionné a laGFP (GFRORMDL). G : expression trangire GJhk

fusionnée a I&FP(GFR-Unk). Les échelles représentent 10 um.
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Les lignées transgéniques exprimantLm3ne présentent aucun défaut morphologique (Figure
/IHV SODQWHY SRXVVHQW j OD PrPH YLWHVVH féXdice®© fpFR W\

GH WDLOOH GH IHXLOOHVY GH WLJHV RX GH IOHXUV QTHVW RE

5. /YH[SUHVVLRAMMWI DEOHHFAWH SDV @.Dhaldh@adifferer@sl Wp G

agents pathogenes nécrotrophes et hémibiotrophes.

Les lignées transgéniques exprimAmtLm3ont été infectées par différents agents pathogenes aux

PRGHV GH YLH FRQWUDAVIAMSW 14 H HFWH \SIDR/Q O®Y VHQ@VLELOLW
higginsianum HW QH SHUPHW SDV OfLQIHFWL RQdeiuckivondtMC.HV SqFH\
orbiculare GRQQpHV QRQ SUpVHQWpPpHV AvVHHmMPme permét fpdd AUHV VLR C

maculans LVRODWYV -1 HW Y GILQIHFWHU FHV SODQWHYV GF

Les lignées transgéniques exprimArmtLm3ont également été infectées par la souche BED8e
B.cinerea/ D WDLOOH PR\HQQH GHV QpFURVHV VXU OHV OLJQpHV \
GLIlpUHQWH GH FHOOH GHV QpFURVHV VXU OfpFRW\SH &RO

GMILm3QIDXJPHQWH SDV OD VHQ\lgEds@BLepre@ HY OLJQpHV WUDQ

(QILQ OHV OLJQpHV WUDQVJIPpQLTXHV RQW pJDOHPHQW pWp
obligatoireE. cruciferarum /H UDSSRUW HQWUH OH QRPEUH GYK\SKHV VI

au nombre total de spores germées a éténdiete 2 jours posinoculation (Fig. 7).

&ROOHFWLYHPHQW FHV UpVXOWDWYV L Q@QGLTB3XHIOW HEWHOS B VS |

V HQV L ALtbaliaga dBfrents agents pathogénes présentant des modes de vie différents.

220



Figure 3: AvrLm3 supprime la mort cellulaire provoquée par plusieurs inducteurs.

AvrLm3 a été exprimé transitoirement dans des feuilledNdeenthamianaavec ou sans son

peptide signal. 24h plus tard les inducteurs de mort celllaiféto, BAX, NEP1 et INFbnt été

expULPpV j OHXU WRXU /D UWRXH BxdrirGafitDel é&duDvideV/(pNROD) a été

utilisée comme témoin. Les notations ont été réalisées entre 7 et 10 jours apres infiltration de

OTLQGXFWHXU G H répReskevierf ld @qyeh@eDplusiélrs expriences indépendantes
HQWUH HW VHORQ OfLQGXFWHXU DYHF SRXU FKDTXH HJ

moins deux plantes différentes
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Figure OHV OLJQpHV WAUtbaeviadgxQimen AWLNG3Y

([SUHVVAVR@E PV OHV OLJQpHV ANVtHdlaDd/ JpH) LAXHHD G IGTH[SUH
GrLm3HVW UHODWLI j OfH[SUHWXDHR Q TGIXSIgHMV IGRIQPPRDOUH-KD T
correspond a la moyenne de deux répétitions biologiques et deux répétitions techniques. Les noms
des transformants exprimaAwrLm3 avec (A3PS) ou sans (A3noPS) son peptide signal sont
LQGLTXpV VRXV OD |UlhfflesqME @ FRGH j GH

Figure OTH[SUHVYVLARQMS dadsAOthhligh§ QIDIITHFWH SDV OD PRUSKR
plantes.

Morphologie des plantes exprimairLm3 GH PDQLqUH VWDEOH FRPSDUpH j OfF
Col0. Les plantes ont été cultivées en jours courts (alternance de 8h de jour et 16h de nuit). Les
noms des transformants exprimant AvrLm3 avec (A3PS) ou sans (A3noPS) songigptdieont
indiquéssolv OD IRUPH GTXQ FRGH ¢« GHX[ FKLIITUHV 7U
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Figure OTH[SUHVYV IARMYdAhBA hdtiaafQ T1DITHFWH SDV OD VHQVLELO
a Erysiphe cruciferarum

/IHV OLJQpHV WUDQVJpQLTXHV RQWHE gWwiferdr@ReE rdportevitr®&ly HF G H \
QRPEUH GTK\SKHVY VHFRQGDLUHV IRUPpV SDU UDdetesmidéV DX QR
2 jours posinoculationau cours de 2 expériences indépendantes.
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Discussion

/HV UpVXOWDWYV SUpVHQWpV DX FRXUV GH FH FKDSLWUH QR
GIDFWLRQ SRXU $YU/P &HW HIITHFWHXU HVW ORFDNLVp GDC
benthamianafORUV TXTLO HVW H[S $ighaphcByuHhE WRQ@ GHBXYHWG B IXQ PRGE
extracellulaire. De maniére concomitante avec cette observation, une des cibles retrouvée lors du
crible doubleK\EULGH UpDOLVp FRQWUH $YU/P HVW XQH SURWpL
impliquée dans le systeme myrosinghgcosinolate. AvrLm3 est capable de supprimer la mort
FHOOXODLUH LQGXLWH SDU %$; 1(3 ,1) HW $YU3WR (QILQ
thalianaQH VHPEOH SDV SURYRTXHU GH GLIIpUHQFH SDUWLFXOL

au niveaue la morphologie des plantes que de leur sensibilité a différents agents pathogenes.

/ID VXSSUHVVLRQ GH OD UHFRQQDLVVDQFH GTXQ JgQH GIDYL!

déja été observée un autre pathosysteme impliquant des champignofist, k& geneAVR1de

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersi¢iFol) supprime la reconnaissance de deux génes

G 1DYLUXWRRE AHRS par les génes de résistance de la toritaket I3 respectivement

(Houterman et al., 2008\VR2et AVR3sont présents damgutes les souches &el isolées a ce

jour et sont impliqués quantitativement dans la pathogénie du champignon. Plissenaéau
VXJIJqUHQW XQ WB{rontBdarms BRatwdsieie @dculansFDU FH JqQH QY H

jamais délété ou inactiv@t présente chez les isolats virulents un nombre important de SNP

FRQGXLVDQW j OD SURGXFWLRQ GYfXQH LVRIRUPH FRQVHUYD

en échappant a la reconnaissanceRbaa3 (Q HIITHW OH SDVVDJH GHe@fi®YLUXOI

OH FDGUH GTXQH SUHYV YV LHNGB/RM7WH DEGC M VRIQI FRUWHVMRRQW FEDU O

SNP dansAvriLm47 HW OD FRQ¥XWHWWhEDWRRW SOU OD JpQpUDWLRQ GT

GrLm3 HW O 1L Q D AWMLY D @etteReQol@din verla virulence suggere un rdle majeur
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GMrLm3dans la pathogénie de maculansméme si cela ne se traduit pas par un effet majeur

O R UAYILX{Jest exprimé danA. thaliana

$YU/P SUpVHQWH GHV KRPRORJLHV G HL ¥ecTX\HQ tnteffecedrF O TH 11|
DSRSODVWLTXH WUqV FRQVHUYp IRUWHPHQW SURGXLW SHQ ¢
mort cellulaire sur des variétés sauvages de tomates (Mesdriah, 2017). De maniére
LQWpPpUHVVDQWH OIR maculaxhXulehte ViBaXiB HeRIMsBESt complémentée avec

le genecodantECP111, elle est reconnue par un cultivar possé&m3 En revancheAvrLm3
H[SULPp GH IDoRQ WUDQVLWRLUH GDQV GHV YDULpWpPV VDXYI
mort cellulaire(C. Mesarich, MH. Balesdent, |. Fudal, communication personnelle). A nouveau, la
FRQVHUYARrIM3KEaDs @4 populations de maculans(Plissonneau et al., 2017) et son
homologie avec un effecteur trés conservéCddéulvumsuggere un réle important des deux

effecteurs dans la pathogénie fongique. Il convient maintenant de déterminer si ces deux effecteurs
ont effectivement un réle important pour la pathogénie fongique Ichemculanset C. fulvum,

VILOV SUpVHQWHQW GHV FLEOHYV YpJpWDOHY dgiRapadegelV HW +

PDVTXHU OD UHFRQQPARMB.QFH GT(&3

'IDSUQV OD ORJLTXHBX PR GOHHEY HXUYV VXSSULPDQW O (7,

FRXUVYRHOBWRLRQ GTXQ SDWKRV\VWqgPH GDQV OH EXW GH VXS
par une protéine de résistance. Cet effecteur dont la reconnaissance est supprimée devrait donc étre

DSSDUX SOXV W{W DX FRXUV GH O YK eM&/Rit&trelingpp¥RrdddwlaY H GH
VXSSUHVVLRQ GfXQ W\SH GH GpIHQVH SOXV BSiyprig&deht 3DU H[|
OD UHFRQQDLVVDQFH SDU OD SURWpPLQH GH UpVLVWDQFH 530
la kinase MPK4, entrainanne perturbation de la balance hormonale de la plante en faveur de la

SURGXFWLRQ GIYDFLGH MDVPRQLTXH HW j WHUPH X@H DXJPH
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al., 2010). Dans cet exemple, AvrB est un suppresseur de la PTI qui est reconnuqigiria de
UpVLVWDQFH 530 (Q OTRFFXUUHQFH FHWWH UHFRQQDLVVDQ
DXWUH GH VHV FLEOHV 5,1 GRQW OD SKRVSKRU\ODWLRQ SD
HW OH GpFOHQFKHPHQW G d 18 doEvolutidiDexie. byinga@et Bes praRtasU V
K{WHV XQ DXWUH HIIHFWHXU D pWp DFTXLV $YU3SK% TXL SH
par RPM1 (Russekt al., 'DQV OH FDV GY$YU/P FH PRGgOH VHUDL
confirmée comnH XQH FLEOH GY$YU/P 2Q UHWURXYHUDLW DLQVL X
serait de supprimer des défenses précacdsQ OTRFFXUUHQFH O Hlu¢dsidlagd? H P\UR
Par ailleurs, AvrLm3 est capable de supprimer la mort cellulaire induite PAME INF1, ce qui

est en concordance avec ce role hypothétique de suppresseur de la PTI et des défenses précoces de
la plante. AvrLm3 aurait par la suite été reconnu par la protéine de résistance RIm3, puis cette
reconnaissance aurait été supprimée paautne effecteur, AriLm4 DX FRXUV GH OfKL

évolutive du pathosysténte maculand colza.

Le systéme myrosinas@ OXFRVLQRODWH HVW XQ V\VWgqPH GH GpIHQVH
des Capparales (qui inclut notamment les familles des BresaieaCapparaceae et Caricaceae)
(Halkier et Gershenzon, 2006). Les glucosinolates sont des métabolites secondaires dont la forme

de stockage est composée de trois partiesX Q-D-glucopyranose, lié a un ester
K\GUR[LPLQRVXOIDWH D X{fexndrd R vaifameseon\e ityaewe Bl@odiablate

HW FRPSRVp G{XQ j KXLW DFLGHYVY DPLQpV +DONLHU HW *HU\
part sont des enzymes de la famille des glycosides hydrolases qui vont hydrolyser le groupement
glucopyranose HYV JOXFRVLQRODWHY SRXU IRUPHU XQ JOXFRVH HW
UpVLGX TXL YD VH UpDUUDQJHU SRXU IRUPHU GLIIpUHQWYV |

physicachimique, des protéines associées aux myrosinases et de la nature du gro&dmen
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glucosinolate originel (Halkier et Gershenzon, 2006). Des nombreux cofacteurs participent a cette
dégradation, parmi lesquels les Myrosinrbs®ling Proteins (MyBP) et les Myrosinaassociated

Proteins (MyAP) (Bones et Rossiter, 1996). La cible Q@ WLHOOH GY{$YU/P HVW
(iMyaP9), qui présente des homologies de séquence avec les protéines de la famille des lipases
(Taipalensutet al.,1997). Son expression est induite en cas de blessure, mais aussi en présence de
jasmonate, methyjasmonate teacide abscissique (Andreasseinal., 1999; Taipalensuet al.,

1997). Les produits de dégradation des glucosinolates sont divers (isothiocyanates, nitrilles,
F\DQRHSLWKLRDONDQHV« HW YRQW DYRLU GLIIpUH®@WYV HIIH)
UpSXOVLIV GH FHUWDLQV KHUELYRUHY DORUV TXH GYDXWU
Gershenzon, 2006). lls peuvent également étre fongicides et permettre a la plante de lutter contre
OfLQIHFWLRQ SDU XQ FKDPSLJQRMaeK peuresaVoiK &edix fdts /HV J
distincts XQ HIIHW DQWLPLFURELHQ j ODUJH VSHFWUH GTXQH S
UpDFWLRQV GH GplIHQVH GIDXWUH SDUWA. tbaRdNa dratéiteH QI LV W
PEN2 (Penetration spific) agit comme une myrosinase atypique qui dégrade les glucosinolates

et est impligué GbDQV OD UHGLUHFWLRQ GH FRPSRVpV DQWLPLFUR
IRUPDWLRQ GH GpSRWV GH FDOORVH -tépexdant lBedarecdl. XQH P D C
2009; Clayet al.,2008). Les glucosinolates sont fortement impliqués dans les réactions de défense

GAY thalianacontreB. cinerea, Sclerotinia sclerotioruet Alternaria brassicolaBuxdorfet al.,

2013; Stotzt al.,2011) ainsi que dans la @éifse ddB. napuscontreS. sclerotiorum{(Wei et al.,

2016). De plus, Robin @l (2017) ont recemment démontré que des souchlesdaculan®taient

capables de supprimer la production de glucosinolaté3.jperaceaD X FRXUV GH OYLQIHFW
quelHV FXOWLYDUV UpVLVWDQWY pWDLHQW WRXMRXUV FDSDEO
LO\D3 VH FRQILUPH LO VIDJLUDLW GX SUHPLHU H[HPSOH GpkF

ciblant le systeme myrosinasEOXFRVLQRODWH 8erhitRéh&réht V8O IE Widdel©
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SURSRVp GDQV OHTXHO $YU/P VHUDLW LPSOLTXp GDQV OD V
$YU/P HPSrFKHUDLW LO\D3 GYDFFRPSOLU VRQ U{OH DX VHLC
glucosinolates pour former une molécdéstiné a lutter contle maculans & H PRGH GY{DFWLR(
HQ FRXUV GH YDOLGDWLRQ GH SOXVLHXUV IDoRQV '"TXQH S
potentielle est en cours de confirmation par différentes techniques (BiFC, coimmunoprécipitation).

"{ Dre hart, des expériences de dosage des glucosinolates sont actuellement en cours dans les
OLJQpHV WU DQthalipgrexprktdnAVELINS ainsi que dans des lignées mutantes pour

OfKRPRORJXH GH. th&@lisbas3 FKH]

La localisation extracellulail GI1$YU/P HVW FRKpUHQWH DYHF VD SRVVLE
HIWUDFHOOXODLUH LO\D3 2Q SHXW LPDJLQHU TXT$YU/P LC
des cellules végétales avant son recrutement dans le complexe chargé de dégrader les
glucosinolawWHVY UpGXLVDQW DLQVL OD TXDQWLWp GH JOXFRVLQR:
&HSHQGDQW OD FDSDFLWp GT$YU/P jNVbésiBbiamudiguementP RUW F
ORUVTXYLO HVW H[SULPp VDQV VRQ SH Si¥émbidduvniodiEled OneQ THV W
HI[SOLFDWLRQ SRXUUDLW rWUH TXH OH PRGH GIDFWLRQ GY{$°
efficacement transloqué dans les cellules végétalék Henthamiana ainsi la mort cellulaire ne

serait inhibée que lorsque cet effaar est exprimé directement dans le cytoplasme des cellules
foliaires (sans son peptidé LJQ D O DORUV TXTXQH PDXYDLVH WUDQVORF
PRUW FHOOXODLUH ORUVTXY(LO -dighalv Del [I88heP la |oaraliseionVRQ S
extraccOOXODLUH REVHUYpH ORUVTXY{$YU/P HVW IXVLRQQp j OD
WUDQVORFDWLRQ &HWWH H[SOLFDWLRQ UHPHWWUDLW FHSFH
suppression du systéme myrosingheosinolate. Une autre explicatioRpXUUDLW rWUH TXT$

possede deux roles lors du processus infectieulx. teaculans(comme cela a réecemment été
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démontré pour plusieurs effecteurBreenet al.,2017a; Liuet al.,2016; Luet al.,2014): un
SUHPLHU GDQV O1fL QKL ydtéhe RpostbsgidddsidgabelRéd whisecdixd dans la

suppression de la mort cellulaire via un mécanisme encore inconnu.
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Matériels et Methodes
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Figure 1. Principaux axes de recherche et approches développés au cours de la these
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La caractérisation fonctionnelle des effecteurd dmaculansUpDOLVpH DX FRXUV GH PD

articulée autour de trois axes principdkig. 1):

X Lalocalisation subcellulaire des effecteurs dans le tabac et dans une plante de la famille des
BrassicaceagArabidopsis thaliana

X Larecherche des protéines végétales ciblées par les effecteurs.

x La détermination des processus cellulaires ciblés par les effecteurs via leur expression
stable dang. thalianaet la recherche de phénotypes associ€sBH[SUHVVLRQ GHV HI

dans la plante, ainsi que par des tests de suppression de la mort cellulaire dans le tabac.

Culture des plantes et microorganismes

La culture deN. benthamianaVvH IDLW HQ WHUUH | f& HW GTKXPLGLW

DOWHUQDQFH GH K GH MRXU HW K GYREVFXULWp

/D F X O W.XHalldn&%§ fait en terre a 22°C en jours longs (alternance de 16h de jour et 8h
GIYREVFXULWp SRXU IDBsU eVjbls coldtsRaRepiahgeide 8hdi®jbur et 16h
GYREVFXULWp SRXU IDYRULVHU OD FURLVVDQFH YpJpWDWLY|

GH MRXU HW K GYREVFXULWglet&RMNWsP.HY LOQRFXODWLRQV GH

La culture deB. napusse f DLW HQ WHUUH DYHF XQH DOWHUQDQFH GH MR

de nuit (8h, 18°C, 100% humidité).

/IHV VRXFKHV '+ . HW '% , QY L \WUMIS) Jdd BEsch&ithiaCdlierd 6t¢ (W D W V
cultivées sur un milieu LB (peptone 10 g/l, extrait deite\b g/l, NaCl 10 g/l) a 37°C. Les souches
GAfrobacterium tumefacie358C1 et GV3101::pMP90 ont été cultivées sur milieu LB ou YEB

(bactebeef extract: 5g/l, bactgeast extract: 1g/l, bacto peptone: 5g/l, saccharose: 5g/l, MgSO4:
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1M) a 28°C. Les souckede levuresaccharomyces cerevisiad 87 et Y2HGold sont cultivées

sur milieu SD (Yeast nitrogen Base sans acides amifségma, Darmstadt, Allemagnes,7 g/l,

glucose 20 g/l, 10X Quadruple Dr@put solution 0,6 ml/l) ou YPDA (Peptone 20 g/l, extraat d

levure 10 g/l, glucose 20 g/l). La 10X Quadruple Dégt (QDO) solution est composée des
POPpPHQWY VXLYDQWYV HQ VRQKWLeRIQetiGoDige\et Grdcil® 400 Dng/l,V W p U L
Isoleucine, Lysine, Tyrosine 300 mg/l, Phénylalanine 500 mg/l, ¥4l800 mg/l, Thréonine 2000

mg/l.

L. maculangest cultivé sur un milieu V8 (10% jus V8, CaCO3 30 mM) a 2&@letotrichum sp.
sont cultivées sur un milieu Mathagar (Peptone 2,00 g/l, Magnesium sulphate, heptahydrate 1,22
g/l, Potassium dihydrogéne @phate 2,72 g/l, Sucrose 2,80 g/l, Agar 20,00 g/l) a 2B8@ytis

cinereaest cultivé sur un milieu MMalt 20 g/I, levures 5 g/l) a 25°C.

Clonages et vecteurs

/IHV JgQHV GILQWpUrwW RQW pWp DPSOLILp j SDUWLUesGT$'1F C
JgQHV FRGDQW OHV HIITHFWHXUV RX jLSmatNanigioudds®eéhes GH FR(
codantOHV FLEOHV YpJpWDOHV |j OYDLGH GH OD 7DT SRO\PpUD
Unis) et de conditions de PCR adaptées. Les amorceseasilipour ces amplifications sont
résumees dans Teableau Slles produits PCR flanqués des sites de recombinaisons attB ont été
recombinés dans des vecteurs pDONR221 (Invitrogen, CarlsbadUgiajsvia une réaction de

UHFRPELQDLVRQ %3HWIL®M FGMHREWH G QN UpH SRUWDQW GHYV

recommandations du fournisseur httbs://www.thermofisher.com/fr/fr/home/l&fr

scierce/cloninq/qatewaleoninq/protocols.html#ﬂp /IHV LQVHUWY FORQpV GDQV OH

ont par la suite été inséréans des vecteurs de destinatignune réaction de recombinaison LR.
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Ces vecteurs de destination sont ensuite transformés damlR k&K HV GIDJUREDFWpULH)

GV3101::pMP90.

3RXU OHV WHVWYV G fhyQrdeH esIAPME oBtépusi Qs GeR Xriblesksont amplifieés a
partir de colonies de levures avec les amorces pGAED 7prey_F et pGADT7AD_prey_R. Les
OHYXUHV VRQW SDU OD VXLWH WUD QsnmReJFESABT™ IDéaksE paxfDP SO |

une digestion Smal et le plasmide ¥2HROG FRQWHQDQW OH JgQH GILQWpUrw

Crible double-hybride dans la levure

Les cribles doubleK\EULGH RQW pWp UpDOLVpVY DYHF OHHME¥W O0DWFK
System (ClonTech, Takara, i§h, Japon) selon les recommandations du fabriquant. Les génes

G 7L Q WvpLlthBWvrLm47, AvrLm101, AvrLm102 et AvrLm1G1-polylinker AvrLm102) ont

pWp DPSOLILpV SDU 3&5 j SDUWLU GYT$'1F LVVXV GH OD VRXFI
vecteurpGBKT7 apres double digestion BamHI/EcoRI. Les ADNc issus des différentes banques
utilisées pour les cribles ont été clonés dans le vecteur pGADT7. Les vecteurs pGBKT7 et

pGADT7 ont été transformés dans les levures Y2HGold et Y187 respectivement.

Pourlev FULEOHV XQH FRORQLH IUDVFKH GH < +*ROG WUDQVIRI
culture pendant une nuit dans 50 ml de SD sans tryptophangT(®pa 30°C et 250 rpm. Lorsque

la culture a atteint une DO de 0,8 elle est centrifugée (5 min arp@®0et resuspendue dans du

milieu SD a une concentration de B16vures/ml (comptage a la cellule de Malassez). La
resuspension est mélangée a un aliquot de 1 ml de levures Y187 transformées avec la banque
GY$'1lF | XQH FRQFHQW U D WdvR s/, LeQihdR ir® 3303CHet 50 rpm pendant

environ 20h. Lorsque des zygotes sont formeés, la culture est centrifugée 10 minutes a 1000 rpm et
resuspendue dans 10 ml de YPDA. Cette resuspension est étalée sur des boites de SD sans
tryptophane et sans ldne (SD £Trp - Leu) a raison de 100l par boite. Les levures sont ensuite

234



incubées a 30°C. Apres 3 a 5 jours les colonies qui ont poussé sont repiquées sur des milieux plus
stringents SD sans tryptophane, leucine, adénine et histidine £Bip +Leu +Ade - His), en
SUpVHQFH GIDXUpREDVLGL Q HaminotriazdleR@5 nM a-50ImR1D Poliriés G |
WHVWYV GILOQWHKEDAWHR X GRYOEHGILOQWpPUrw RX XQ $'1F FRU!L
SRWHQWLHO LGHQWLILp OsReyattsabX® FUIOHOHI QMW FORQY @O H I
cloné dans le vecteur pGBKT7, et ces constructions sofitansformées dans des levures

< +*ROG /HV OHYXUHV REWHQXHV VRQW UHVXVSHQGXHV GD
(10°™e 100™ 1000™). Des gouttes de la resuspension pure et ses dilutions sont déposées sur
différents milieuxsélectifs: SDALeu/-Trp (milieu non sélectif, ne permet de sélectionner que les
levures transformées avec les deux vecteurs);L8D¥Trp/+Auréobasidine (125ngimfinal),
SDFiLeulTrp/-His, SDfLeul-Trp/-His/+10mM3AT, SDfLeulTrp/-His/-Ade, SDfLeul-Trpl-

His/-Ade/+Auréobasidin (125ng/mL final).

Expression transitoire dansN. benthamiana

/HV VR XRKtdhvefa@i§ns& & RX *9 S03 H[SULPD®Méet@sly JqQHYV
controle du promoteur CaM85S sont mises en cultures dans 10 ml de LB avec les antibiotiques
appropriés a 28°C et 2250 rpm. Environ 16h plus tard, 2 ml ces-poitures sont dilués 5 fois

GDQV PO GH <(% HQ SUpV Hasés b fidt@é\pbur URA/RR°Txt-280 HW U
USP SXLV FHQWULIXJpHYV PLQ | USP HW UHVXVSHQGXHYV
10 mM, MgCbh: 10mM, acetosyringonel0 mM, Acetosyringone: 200uM) a une DO dépendant de
OTH[SpULHQFH bgodpl sMyaht). ket ag@dbarttéries resuspendues sont laissées 2 a 3h

j WHPSpUDWXUH DPELDQWH j OTREVFXULWp SXLV NQILOWUPp

benthamiana@gées de 4 a 5 semaines avec une seringue de 1 ml sans aiguille.
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Pour les expériences de localisation subcellulaire, les agrobactéries exprimant les constructions
SURWPLQH GTLQWpUIrw IOXRURFKURPH VRQW UHVXVSHQGXH
S3RXU OHV H[SpPULHQFHV GH %L)& eftkKeBubpernduea Oné/BDQde 1Gef @) UR E L
différentes resuspensions sont par la suite mélangées volume a volume. Pour les expériences de
VXSSUHVVLRQ GH OD PRUW FHOOXODLUH OD FXOWXUH GTI
resuspendue a une DO de O BW FHOOH H[SULPDQW OYfLQGXFWHXU GH OD

aune DO de 0,5.
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Figure 2: tests de suppression de la mort cellulaire dar$. benthaminana

A: les agrobactéries exprimant les différentes constructions a tester ou le vecteur vide (mock) sont
infiltrées en deusériesdeFHUFOHYV VLWXpV GH SDUW HW GIDXWUH GH O
de la mort cellulaire est infiltré sur un seul de cés. B: échelle de notation des tests de mort
cellulaire 0: aucun symptdme visible. 1: décoloration. 2: jaunissement. 3: petites zones nécrotiques
sous forme de points couvrant moins de 25% de la zone infiltrée-50%%5le la zone infiltrée est

nécroge. 5: 50100% de la zone infiltrée esécrosée. Adapté de Gervais (2017).
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Test de suppression de la mort cellulaire dand. benthamiana

Les suppresseurs potentiels de la mort cellulaire sont exprimés transitoirementN.dans
benthamianaFRPPH GpFULW SUpFpGHPPHQW VHORQ OH280DQ GYLQ
mort cellulaire est observée al® jours posinfiltration et noté selon le systéme de notation
présenté dans la FEB. La séquenceodantO fLQ G XFWH X U GBAXPaRete\&mpliit®@e ® X OD L U
SDUWLU GTXQ YHFWHXU IRXUQL SDU %YUHWW 7\Dddé&tal2UHJRQ
E /YLQGXFWHXU GH PRUW FHOOXODLUH 1(3 D pWp IRXUQL
JUDQFH /TLQGXFW H X WriBo-h @&¥aukhi faH\V@Dieu@burduies GNRA, Sophia
$QWLSROLYVY )UDQFH DYHF OYDLPDEOH DXWRULVDWLRQ GH -R
86% /I TLQGXFWHXU GH PRUW FHOOXODLUH -,3 D pWp IRXUC
Londres, UK. La séquenceodantOfLQGXFWHXU GH PRUW FHOOXODLUH ,1)

vecteur fourni par Shiv Kale (Virginia Bioinformatics Insitutite, Blacksburg, USA

Expression transitoire dansA. thaliana

"HV JU D AQHdlan&rilisées soraemées sur des grilles dgub® posées sur du milieu MS
(MS 2,2 g/l, saccharose 10 g/l, agar 8 g/l) coulé dans une plaque de culture 6 puits (Dominique
"XWVFKHU %UXPDWK )JUDQFH /IHV ERLWHYV VRQW LQFXEpH\

transferéesGDQV XQ SK\WRWURQ UpJOp HQ MRXUV FRXUWYVY DOWHL

/HV VR X RAHrbbdct&ifim tumefacien€58C1 ou GV3101::pMP90 exprimant les génes
GILQWpPUrwW VRXV FRQW LBES $bnGmXses erRcBIRnasHdaht 16 1Dl @@ E: les
antibiotiques appropriés a 28°C et 2280 rpm pendant environ 30h. Les cultures sont ensuite

FHQWULIXJIpHYV PLQ j USP HW UHVXVSHQGXHV j XQH "2 Gt
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/HV S O D @Whil@aradyat passe 4 jours darsdhytotron sont recouvertes de la suspension
GYDJUREDFWpPULHYVY SXLV SODFpHV GDQV XQH FORFKH j YLGH

VXVSHQVLRQ GYDJUREDFWpPpULHYVY HVW HQVXLWH UHWLUpH HW

SélectiRQ GH OLJOpHYV WAUDADaWMd pQLTXHYV G

La transformation et la sélection de plantes transgéniques TO a été réalisée par Mathieu Gourgues
(INRA, SophiaAntipolis, France) selon la méthode développée par Clough et Bent (1998). Les
JUDL QHA. thalia@fsont stérilisées dans un tube eppendorf de 1,5 ml contenant 1 ml de
solution de stérilisation (éthanol 70%, SDS 0,05%) pendant 3 min, rincées 3 fois dans 1 ml
GIpWKDQRO HW UHVXVSHQGXH GDQV XQ IRQG GYHDX VWpL
ensuite semées a la pipette #0sur milieu Murashige et Skoog (Duchefa, Haarlem, Hzas)

contenant 5Qug/ml de kanamycine. Une fois le semis effectué, les boites sont incubées a 4°C et a
OYREVFXULWpPp SHQGDQW MRXUYV ¢ H\phstBriomréné anfo@ Vo€ V X L W

DOWHUQDQFH GH K GH MRXU HW K GYREVFXULWp f&

Les plantules résistantes sont comptées 14 jours apres le transfert dans le phytotron. Pour la
sélection des plantes,Tdes lignées présentant 100 % de plantuléstaéges a la kanamycine sont
sélectionnées. Pour la sélection des planigdds lignées présentant 25% de plantules sensibles

et 75% de plantules résistantes sont sélectionrfes 8,841). Pour la sélection de plantesdes

lignées présentant 100% plantules résistantes sont sélectionnées. Les plantes sélectionnées sont
repiquées en godets de terre individuels pour multiplication. Le protocole de sélection de lignées

W U D Q V J pA thaliAradst &fematisé dans la F.

Microscopie confocale

Les observations microscopiques ont été effectuées sur un microscope confocal Leica TCS SPE
DYHF XQ REMHFWLI j LPPHUVLRQ j HDX ; RX XQ REMHFWLI VD
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GIpPLVVLRQ HW GYH[FLWDW L BEP: &Xita6rDAQ8MiH \enHsQoN 48B0p X WL O LY
nm; RFP: excitation 532 nm, émission 558 a 582 nm; YFP: excitation 488 nm, émission 514 a527

nm; chlorophylle: excitation 432 nm, émission 660 a690 nBEOHX GIDQLOLQH H[FLWI
émission 450 a 490 nm. Le gain g&glé a une valeur comprise entre 800 et 900, avec un offset de

-0,6.
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Figure3: VFKpPD VLPSOLILp GH OD VpOHFWHRARI@li&a&d OLIJQpHYV WUD (
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Test de pathogénie avekeptosphaeria maculans

Les souches de. maculansont mises en culture s MXVTXYj FH TXH OH P\FHOLXP
OD ERLWH 8Q SOXJ GH P\FpOLXP HVW HQVXLWH WUDQVIpU
sporulation, comme précédemment décrit (Anseiayahet al., 1995). Les spores sont
récupérées dans 3 P O G { H D Hitréed/qi biluéz$la 1*1@pores/ml. Des cotylédons de colza

de 10 jours sont inoculés, apres blessure, avet d® cette suspension de spores, mis sous cloche

j OTREVFXULWp j WHPSpUDWXUH DPELDQWH GXUDQtiths K SXL\
appropriées pour le colza. Les symptédmes sont notés 14 jowd @R FXODWLRQ VHORQ O
notation IMASCORE dont les modalités sont les suivaniesréaction hypersensible.: Detites

Iésions noires de 3 a 6 mm: Betites Iésions noirede 6 a 12 mm. 4collapsus cellulaire grs

vert. 5: collapsus cellulaire grigert, présence de pycnides: 6ollapsus cellulaire grigert,

présence de beaucoup de pycnides. La plante est considérée résistante pour une note comprise entre

1 et 3, etensible pour une note de 4 ou supérieur (Fig. 4).

Test de pathogénie ave€olletotrichum spp

Les souches d€olletotrichum sppsont mises en culture sur Mathr JDU MXVTXYj] FH TX
mycelium ait recouvert la boite. Un plug de mycelium est transféré dans un erlenmeyer de 250 mli
contenant 50 ml de Mathiagar, et le champignon est laissé a pousser durant 10 jours. Les spores
sontUpFROWpHY HQ DMRXWDQW PO GfHDX VWpULOH GDQV Of
aprés légére agitation, puis sont diluées a une concentration desgtdit€s/ml. Cette suspension

GH VSRUHV HVW LQRFXO pHADbalishgdydnt poligdd 4@ 13 gerSahEs@Wddié G
intermédiaires. Les plantes inoculées sont ensuite placées sous cloche et abondamment arroseées,
puis replacées dans un phytotron réglé en jours intermédiaires. Les symptémes sont analyseés a 4 et

5 jours posinoculation.
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Test de pathogénie aveBotrytis cinerea

La souche B0OA.0 deB. cinereaest mise en culture durant 10 jours, et les conidies sont récupérées
dans un tampon sucreplosphate (sucrose10 mM;HPQ, 10 mM) et diluées a 2Gpores/ml.

Des feuilles détachéesfd thalianade 4 a 5 semaines sont inoculées, apres blessure, qe=10

cette suspension de spores. Les feuilles inoculées sont placées dans une boite transparente dont le
fond a été recouvert avec du papier humide, et incubées en chambre de @dfiC€eed jours

longs. Les longueurs de nécroses sont mesurées 6 jourm@msgation. Les différences de
longueurs de nécrose entre génotypes ont été comparées avec un test t de Student-aatceune P

de 0,05.

Test de pathogénie aveErysiphe cruciferaum

/ID VRXFKH B.Zf{ucitefrumHVW FXOWLYpH HW PLVH jAViBaRddXI© HU V XU

VHPDLQHV 'HVthdlarmdgW s¢MaiGeh sont inoculées en les frottant avec les feuilles
LQIHFWpPHV $I1LQ GTLQRFXO HhdnfogeDel ddd p@ddidahtenéntchadigd q U H
SRWV RQW pWp VXUPRQWpPV GIXQH WRXU GH GpFDQWDWLRQ G
génotype, et les différents génotypes ont été distribués de maniere aléatoire sur les plateaux. Les
feuilles infectée sont récoltées 2 jours pasfection et marquées au bleu trypan. Pour chaque
JPQRW\SH j IHXLOOHV RQW pWp XWLOLVpHV SRXU GpWHUP
au nombre de spores germées apres observation au microscope optiquéelessel de ratio

entre génotypes ont été comparées avec un test t de Student avealueede 0,05.

Marquage de la callose

/IHV THXAORKkNaBQW pWp GpFRORUpHVY GH K j WRXWH OD QXLW
chloroforme, puis incubéesmkmdes bains successifs de lactophénol concentré a 100%, 75%, 50%,

SXLV GDQV EDLQV VXFFHVVLIV GTHDX RVPRVpH PLQ SD
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XQH QXLW GDQV XQH VROXWLRHPG:H WD X FREHNVEHOQHDXQ & -D Q@ GLHQ |
Fisher Scientific, Waltham, USA). Les feuilles sont montées entre lame et lamelle dans la solution

GILQFXEDWLRQ HW OHV ODPHV VRQW VFHOOpHV j OD FROOH

Marquage au bleu trypan

/HV | HXIACtRalbvaiddrtées sontnicubées dans une solution de bleu trypan (10 ml acide
lactique, 10 ml glycerol, 10 g phénol, 10 mg bleu trypan, 10 ml eau distillée) portée a ébullition

durant 1 min, puis décolorées au chloral hydrate (2,5 g/ml) durant au moins 30 min.
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Discussion génerale
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La caractérisation fonctionnelle des effecteurs AvrLri1@G\wvrLm10-2, AvrLm4-7 et AvrLm3
UpDOLVpH DX FRXUV GH PD WKqVH SHUPHW GH PLHX[ FRPSU|I
L. maculanset de proposer de nouvelles pistes quant a leur role au cours du processus infectieux.
Ces connaissances peuvent nous permettre de proposer de nouvelles stratégies de lutte contre
L. maculansvia la génération de colza moins sensibles a la maladie. Nauns &n effet pu

identifier des cibles potentielles pour les quatre effecteuns. deaculansétudiés et avons pu

montrer que ces effecteurs étaient capables de supprimer la mort cellulaire. Ces effecteurs
présentent des homologies de séquence ou de Xtkhét DYHF GHV HIITHFWHXUV SXWI
FKDPSLIJQRQV SK\WRSDWKRJgqQHY SHUPHWWDQW pJDOHPHQW
SOXVLHXUV DJHQWV SDWKRJgQHV j OD IRLV (QILQ OD P
conventionnelles des effectsulleL. maculansavec des genes de résistance du colza permettent

également de proposer des stratégies de gestion plus durables de ces résistances spécifiques.

1. Comment utiliser la connaissance des cibles véqgétales et processus cellulaires ciblés

par les effecteurs delL. maculansen sélection variétaleafin de diminuer la sensibilité des

plantes aux maladies ?

De par leur implication forte dans les processus infectieux des agents phytopathogeéenes, les
effecteurs sont des outils de choix pour accélérergg@b RUHU OfLGHQWLILFDWLRQ

le déploiement de nouvelles sources de résistance qualitatives ou quantitatives.

[TXWLOLVDWLRQ GH YDULpWpPV H[SULPDQW GHV JgQHV GH UpV
de sélection sur les popldLRQV GIDJHQWYV SDWKRJgQHV TXL FRQWRXU
gualitatives. Ainsi la coévolution entre les plantes cultivées et les agents pathogenes les infectant
SUHQG OD IRUPH GTXQbdokt &t blr3t Ryl | étpdeGbuvéles saes de

résistances doivent régulierement étre identifi@seswn et Tellier, 2011) Une alternative a la
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FDUDFWpULVDWLRQ GH QRXYHOOHV VRXUFHV GH UpVLVWDQ
sensibilité ciblés au cours du processus infectiewe desl modifie(Gawehnset al.,2013) Ce

type de résistance, apparentée a de la résistance quantitative, serait potentiellement plus durable.
Ainsi le locusmlo GH OfRUJH D pWp LQWURJUHVVp GDQV OHV DQQpt
depuis les anné&el980(Ortiz et al.,2002) Mlo codeune protéine membranaire impliquée dans le
WUDILF YpVLFXODLUH HVVHQWLHOOH DX EBR@ragmid ReSsOHPHQW
KRPRORJXHVY GH FH JgQH H[LVWHQW FKH] G D ikadodida SODQW
protéineMlo2 GAf thalianaHVW FLEOpH S DRJsWifigadHibpE2MEeXiBet@lH2012)

HW VD GpOpWLRQ HQWUDVQH XQH GL PLYrKiderGQlovinobyeés L W D W L
orontii (Vogel et Somerville, 2000)Les gnes de sensibilité peuvent étre utilisés de deux facons.

/ID SUHPLgQUH HVW GH VpPpOHFWLRQQHU GHV SODQWHYV QYH[SU
OfDIJHQW SDWKRJgQH &THVW mlg riekant@ upn&\resistBrics\quarritdtve OH O |
durable contreB. graminis(Ortiz et al.,2002) 3OXVLHXUV FLEOHV GYHIIHFWHXU\
pourraient étre utilisées a cette fin. Plusieurs effecteurs ciblent par exemple des udigagae
YpJpWDOHV [/THIIRRestav@mpédche BpEHpWLRQ GH OfXELTXLWLQH
facilitant le processus infectie|fiBoset al.,2010) Un défaut de sporulation dRe infestans été
FRQVWDWp GDQV OH FDV GIHbedtfdnigahiskBidhicédQpoBreaM8G1DeQIsV V G H
GpOpWLRQ @Guelde&CVREBIRI&O IR rizSplll permet a cette plante de quantitativement

mieux résister #. oryzaeet Xanthomonasryzae(Yin et al.,2000) /D GHX[LgPH IDoRQ G{X
les génes de sensibilité intervient lorsque ce géne est essentiel a la plarsa del&tion affecte
GIDXWUHV SURFHVVXV 3DU H[MBS@&k GO R HOQXFEWIHKX I LSYHIDX &
salicylique dan®\. thalinanaen ciblant la MAPKinase MPK4(Cui et al.,2010) La délétion de

MPK4 augmente la résistance des plant&s syringaeet Peronospora parasiticamais entraine

également une augmentation de la sensibil&élarassticola DLQVL TX{IXQ SKpQRW\SH
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et des déclenchements spontanés de mort celljRéterseret al., 2000) De la méme facon,

PrPH VL OdfdobosBn® D SHX GILPSDFW VXU OTRUJH.{gNMIDIXIPHQWF
elle augmente sa sensibilitélaoryzae FH TXL UHQG LPSRVVLEOH OTXWLOLVDYV
pas ce locus dans des régions ou orge et riz sont cultivés dansndsgyeographiques proches
(Jarosctet al.,1999) Dans les cas ou une délétion du géne de sensibilité altéere le développement

de la plante ou sa résistance aux maladies, il est possible de sélectionner des plantes exprimant un
alléle du gene de sensibilitSE HUPHWWDQW OD SURGXFWLRQ GTXQH Sl
QILQWHUDJLVVDQW SOXV DY HKkmfal (200 E)V bhiXidendife de©dlelésd E O H
récessifsdu locus mlo qui conferent une résistance accru8.agraminis permettant ainsi el

diminuer la sensibilité a cet agent pathogene sans pour autant augmenter la serdiloliyzae

Au cours des derniéres années, des étudesdBaiitont permis de rechercher des cibles aux
effecteurs de plusieurs agents pathogénes, notanfmepingae (Mukhtaret al.,2011; Ustiiret

al., 2016) H. parasitica (Mukhtar et al., 2011), M. larici-populina (Petre et al., 2015)

P. striiformis (Petreet al.,2016)ou B. graminis(Penningtoret al.,2016) Ces travaux ont permis

de recenser les cibles végétaleteragissant avedlGHV HIIHFWHXUV GYDJHQWYV SK)\
GIfLGHQWLILHU GHVY SURWPLQHV YpJpWDOHV IUpTXHPPHQW F
pathogenes, menant au concept dauke> (Mukhtar et al., 2017). Les cibles potentielles des
effecteurs dd.. maculansont pour certaines déja été décrites comme ciblées par des effecteurs
GIDXWUHV DJHQWV SDWKRJgQHV DORUV TXH GIDXWUHV V
potentiellement iblée par AvrLm161 et AvrLm1G2, avait déja été rapportée comme cible de

deux effecteurs dB. nodorum ToxA et Tox3(Breenet al.,2017a; Luet al.,2014) Ces travaux

ont mis en évidence que méme si ToxA et Tox3 sont des toxinespg#itique expriméepar un

agent pathogene nécrotrophe dans le but de déclencher une nécrose, le champignon a toujours
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besoin de se protéger de molécules de défense ayant un effet microbRidevy GH OfLQIHFWL
colza pal.. maculans O fH[S U HPRMAMBIQuUESIEIPJ RGXFWLR Q G fDéstirdditeVDOLF\C
GgV OH GpEXW GH OfLQIHFWLRQ HQ FDV GH.OC@gleiwml. RQ FRF
OTDPS GHVXBLH G X Fedt hien(lus ihpdibante lors de la réaction incompatible, ce qui
WpPRLIJQH GH GH BSRGWRQYFEBHYV Up@QaDbWasi R.(Q2012p Au @Quide
OfLPSRUWDQFH IRQGDPHQWDOH GHV SURWpPLQHYV 35 GDQV Ol
cohérent que ces protéines constituent un hub pour les effecteurs, et il est probabdiélgtiera

simple de tous les genesdantdes protéines PR1 entrainerait une augmentation importante de la
sensibilité de la plante & de nombreux agents pathogenes. En revanche, la délétion sélective de
certains alléles, ou leur modification pour que IRV pLQH QH VRLW SOXV HQ PHVXI
AvrLm10-1 et AvrLm102, reste une solution envisageable. ToxA interagit spécifiquement avec

une seule protéine PR1, alors que Tox3 interagit avec 6 des 23 protéines PR(Bdeebkt al.,

20173. Il seraitintéressant de déterminer avec combien de protéines PR1 du colza interagissent

AvrLm10-1 et AvrLm102.

AvriLm4- LQWHUDJLUDLW DYHF XQH SURWpPLQH ULERVRBRPDOH W
graminis qui présentent des analogies structurales avectteridléases. Spanu (2015) a suggéré

TXH FH W\SH GfHIIHFWHXU LQWHUDJLVVDLW DYHF GHV $51 DI
plante. Plusieurs effecteurs interférant avec des ARN ont été décrits.P@irephtoraspp,
OTHITHFWHXU 36 3 Supfptassbr RRKAVIHIEOting ) interfere avec la synthése des
microRNA (miRNA) et des siRNA(small interfering RNA}(Qiaoet al.,2015) alors que PSR2
LQKLEH O 1D F F X RiRKRAD(emsRdfingGshhall iéebfering iRNA(Xiong et al., 2014)
entraiQDQW XQH DXJPHQWDWLRQ GAU Dalisvadt ¥uHhaBGiddt & plusietr VLEL O

especes dehytophtora Chez le champignon nécrotropBecinereace sont directement des ARN
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LOQWHUIpUHQWY TXL MRXHQW OH U/{OH siGfd¢ IpitsiewdHgeney déi W T X L
défensgWeiberget al.,2013) Dans le cas de BEC1054 et AvrLfiidil reste a déterminer si le

PRGH GIDFWLRQ GH FHV HIITHFWHXUV FRUUHVSRQG j XQH DFV
VILOV DIJLVVHQW V)XRQGHIVIBEW BX QIDHAWIX GHs¥ rétmave BV TXT$
complexe nuclégrotéique avec la protéine ribosomale, la stratégie de la modification de cible

VIHQ WURXYHUD FRPSOLTXpH

(QILQ OD FLEOH SRWHQWLHOOH GYf$YU/P tebrVMe systeiMéD OHP H
myrosinaseglucosinolate se retrouve principalement chez les plantes de la famille des
Brassicaceae. Dans les années 1960, les efforts de sélection variétale sur le colza visaient
principalement a obtenir des cultivars dont les graines86hQDLHQW PRLQV GIDFLGH
glucosinolates (cultivars @ouble zéro>; Johnsoret Jellis, 2013). Par la suite il a été démontré

gue méme si la teneur en glucosinolates de ces graines est faible, les tissus végétatifs de la plante
en contennenW RXMRXUV HW OD VHQVLELOLWp GH FHV FXOWLYDUV
(JohnsonHW -HOOLYV /[HV JOXFRVLQRODWHY SHXYHQW DYRL
IRQFWLRQ GH OD SODQWH HW GH le® fhDalddfatsinSIaes kend qQH F|
responsables du maintien @elletotrichum tofieldaeGDQV VRQ U{OH GTHQGRSK\WH
U D F L @.khdliaad[Hirumaet al.,2016) Les glucosinolates participent fortement aux réactions

GH GplHQtMdliana §ontre B. cinerea,Sclerotinia sclerotiorumet Alternaria brassicola

(Buxdorfet al.,2013; Stotzt al.,2011) DLQVL TX9j FHO OSdsceticiiR@ye8ieFRQWUH
al., 2016) alors que leur accumulation est inversement corrélée a la résistance duielzeaéia

sppdans certaines conditiofi&iamoustariet Mithen, 1997) Concernant.. maculansRobin et

al (2017)ont démontré que la résistance spécifiquB.daeraceaa ce champignon est corrélée a

la production des deux classes principales de ghalages, les indoleglucosinolates et les
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glucosinolates aliphatiques. Au contraire, les variétés les plus sensibles sont impactées dans leur
capacité a produire plusieurs types de glucosinolates, ce qui pourrait étre causé par la production
parL. macubns G XQ HIIHFWHXU FDSDEOH GH VXS Rudrdassbet@H XUV YR
(2001) ne sont pas parvenus a démontrer une implication du systeme myragusenolate

GDQV OfLKQ WaduaBsiBMauP DLY FHWWH pW X G HeuleldolicReEEdSUXQ H T X 1
FXOWLYDUV DX VWDGH FRW\OpGRQDLUH 2U LO FRQYLHQW
JOXFRVLQRODWHY GpSHQG pQRUPpPpPHQW GHV JpQRW\SHV GH
des tissus concernés (certaines résistances npasaxprimées au stade plantule, mais seulement

dans la plante adult€Yierenset al.,2001; Wretbladet Dixelius, 2000) Si la cible potentielle
GI$YU/P YHQDLW j rWUH FRQILUPpH LO VIDJLUDLW GX SUHP
myrosinaseJOXFRVLQRODWH GpFULW j FH MRXU /YfDFWLRQ OD SOX
de la production de glucosinolates suite a la modification de la myrosiesseiated protein

LO\D3 8QH pWXGH SOXV SRXVVpH G Hagsfete Sdelde DivgynRéyeH [D FW
YLD OH GRVDJH GH JOXFRV\Q RAd&PEKW G 1B D \6 XY @MVEFRQWHR G J .
HVW HQ FRXUV (OOH SHUPHWWUD GH PLHX[ FRP3Ud@&GUH OfL

au niveau du systeme myrosseaylucosinolate.

2. La suppression de la mort cellulaire par les effecteurs dé. maculans estelle

FRKpUHOWH DYHF OHXU SZRVVLEOH PRGH GYDFWLRQ

Tous les effecteurs de maculangtudiés dans le cadre de cette these suppriment la mort cellulaire
provogquégar au moins un inducteanget al.(2011)ont constaté que les effecteurdRdesojae
agissaient en deux vagues. Les effecteurs Early (E) suppriment la mort cellulaire induite par INF1,
alors que les effecteurs Immediddarly (IE) suppriment les mortellulaires induites par INF1,

%%$; HW GTDXWU HVsdtd BAWMWXUREGHUYDWLRQ HVW FRKpUHQWH
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LPSOLTXp GDQV OD VXSSUHVVLRQ GH OD UHFRQQDLVVDQFH G
la mort cellulaire provoquée p#ous les inducteurs testés. Les voies de signalisation menant a
Of(7, SURYRTXpH SDU OD UHFRQQDLVVDQFH GT$YU3WR RQW ¢
Introduction Fig. 12)En revanche tres peu de choses sont encore connues concernantdes casca

de signalisation menant a la mort cellulaire provoquée par les autres inducteurkaestéganti

et al. (2006)ont comparé les voies de signalisation menant a la mort cellulaire provoquée par 3

NIp (NEPZXLike Proteins) deP. infestansx celle induie par INF1, et ont conclu que la présence

GH 6*7 HW +VS HVW QpFHVVDLUH SRXU FHV GHX[ W\SHV C
GpFOHQFKpH SDU OD UHFRQQDLVVDQFH GT$YU3WR PDLV THX
MEKZ2, le facteur de transcription TA2.2 et la protéine NPR1 ne sont nécessaire que pour le
déclenchement de la mort cellulaire induite par les NIp. Concernant BAX, si les cascades de
VLIQDOLVDWLRQ PHQDQW j OTDSRSWRVH RQW pWp WUQqV ELHC
sesontLQWpUHVVpHYV j OD PRUW FHOOXODLUH LQGXLWH SDU %$;
BAX a la membrane des mitochondries est indispensable au déclenchement de cette mort cellulaire,

et que, comme chez les mammiferes, cette liaison a la membsamétdehondries déclenche des
dommages membranaires et le relargage de grandes quantités de cytoctiracoentest Santa

Cruz, 1999) En revanche, si ce relargage est connu pour activer des protéines caspases
UHVSRQVDEOHY GX GpFOHQFKHPHQW GH OYDSRSWRVH GDQV
reliant le relargage du contenu des mitochondries a la mort cellulaire est inconnesgblentes.

Baeketal (2000)RQW FHSHQGDQW GpPRQWUp TXTLO H[LVWH GHX[ YR
cellulaire induite par BAX cheA. thaliana: une dépendante des ROS, et une indépendante. Le
décryptage des voies de signalisation menantiola cellulaire provoquée par chaque inducteur

pourrait permettre de déterminer a quel niveau agissent les effecteéunndeulans
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ODOJUp OD FDSDFLWp Gr&Esuppfimer idithérehté typBs de mort cellulaire, leur
expression stable dars thaliana QTHQWUDVQH DXFXQH DXJPHQWDWLRQ PD
lignées transgéniques a divers agents pathogénes. Le mécanisme de suppression pourrait
FRUUHVSRQGUH j XQ PpFDQLVPH SOXV JpQpUDO HQFRUH | G
pathoystemeP. syringael A. thalianaafin de mettre en évidence un role des effecteurs dans la
VXSSUHVVLRQ GH OD 37BldRkKet@ROAT(RQW G BPHPIRHQW Up TXH OTHIIH
pWDLW FDSDEOH GH VXSSULPHU @ftidianaed ehgnoctidrd ceslignveefR Q VW I
transgéniques avec des souche®dsyringpaeH[SULPDQW GHV JqQHV GIAYLUXOH
thaliana 'H PrPH LO HVW SRVVLEOH GH PHWWUH HQ pYLGHQFH O
de la PTI. Des plantesaitées avec des peptides flg22 purifiés grandissent moins vite que des
plantes non traitées cause du codt énergétique inhérent aux réactions de défense qui se fait au
détriment de la croissance de la plai@émezGomezet Boller, 2002) Or certains effeteur sont

capables de supprimer ce déficit de croissance, indiquant un réle dans la suppres$ta @ela

et al.,2014. (QILQ LO HVW SRVVLEOH TXH OH SKpQRWKIh&Et FDXVp
AvrLm47 dansA. thalianaQ DLW S DV eS8 &vidéhded parPds ¥éxpériences réalisées au cours

de ma thése. Ces effecteurs pourraient par exemple inhiber la production de ROS.

Si la suppression de la mort cellulaire, déclencBele UV GH OLQGXFWLRQ GH OD 37,
PpFDQLVPH FRXUDQW HQ FH TXL FRQFHUQH OHV HIIHFWHXUYV
contradictoire avec certaines cibles potentielles identifiees pour les effectéunndeulansLa

cible potHQWLHOOH GT$YU/P HVW XQ FRPSFROWIFRW LR ¥DWWWHq PTHX P
pour effet de déclencher la mort cellulaire. AvrLirll@t AvrLm102 quant a eux cibleraient
potentiellement une protéine de la famille des PR1, qui ont un effet directentienicrobien et

sans rapport direct avec le déclenchement de la HR. Si cette cible venait a étre confirmée, le mode
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GIDFWLRQ OH SOXV 3 EtREDEIOHseal finélaction directe sur PR1 afin de
VXSSULPHU OfHIIHW G p Oguigtdaddul@siH WH WW HOSE WRIW pOQHQIHF W I
suppression de la mort cellulaire. Cependant plusieurs études récentes ont démontré que des
effecteurs dé€. nodorumont deux réles distincts au cours du processus infectieux. ToxA et Tox3
provoguent tousleux une nécrose lorsque le géne de sensibilité correspondant est exprimé par la
SODQWH PDLV LQWHUDJLVVHQW pJDOHPHQW DY(@BfeHV SURW
al., 2017a; Luet al.,2014). De méme, Tox1, en plus de son réle de tdxinespécifique, protége

la chitine deP. nodoruncontre les chitinases végéta(esu et al.,2016. Une double localisation

D pJDOHPHQW pWp REVHUY pHU.Sdaclpo®@ Jequel-uR \dodbille & B8 G H
hypothetisé un réle extracellulag, et un deuxiéme intracellulaifi€éemenet al.,2013; Pretsch et

al., 2013) Il est donc tout a fait possible que les effecteurs. draculangtudiés dans le cadre de

cette these jouent deux rétegn premier dans la protection demaculansontre unmécanisme

GH GpIHQVH SDUWLFXOLHU OYDFWLRQ GHel ASrUnR@2pduQeHY 35 G
systeme myrosinase OXFRVLQRODWH GDQV OH FDV GY$YU/P HW XQ
mort cellulaire. En ce qui concerne AvrLA4en revanch, le mécanisme semble cohérent. Spanu

etal., RQW pPLV OTK\SRWKgVH TXH OfHIIHFWHXU %{& DJL
protéigues des ribosomes afin de supprimer la mort cellulaire provoquée par des Ribosomal
Inactivating Proteins (RIPs)aPanalogie un mécanisme similaire peut étre imaginé pour AwLm4

HW DYRLU SRXU FRQVpTXHQFH GHAvUnMPSRIhPHU OD UHFRQQDL

3. Les effecteurs de L. maculans sontils conservés structuralement et / ou

IROFWLROOHOOHPHQOW FKH] GIDXWUMV FKDPSLJQRQV SK\WRS

/IHV HIITHFWHXUV IRQJLTXHV HW GYRRP\FgQWHV RQW pWp LQL\

SRVVpGDQW SDV RX SHX GYKRPROR JCepevidartkKde]pl@Gdn XpWsUHV R
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GYfHIITHFWHXUV VRQW LGHQWLILpY HW DMRXWpV DX[ EDVHV Gl
VHPEOH SUpVHQWHU GH SOXV HQ SOXV GH. HjgeHsdnt &V j OD L
été initialement considérésmme des protéines sans homologues. Cependant la publication
récente de nouveaux génomes fongiques a permis de trouver des genes codant des protéines
orthologues a AvrLm1Q et AvrLm1G2 chez plusieurs Dothideomycétes et Sordariomycétes. Ces
protéines ortblogues sont de plus codées par des genes localisés en orientation inverse, tout
commeAvrLm101 etAvrLm162 8QH FRQVHUYDWLRQ GH VI\QWKpQLH DXV\
REVHUYpH SRXU GHV JgQHV FRGDQW GHV HIIHF& HUXdle/ GTDJH
IRQGDPHQWDO GH FH GXR GTHIIHFWHXUV GDQV OH SURFHVVX
R UW KR ORLXEBY eCAYrLm102 sont également impliqués dans la pathogénie dans les

autres especes les exprimant. Il serait égalementeast#mt de déterminer si ces effecteurs
potentiels interagissent également avec des protéines PR1, ce qui confirmerait le filb de «

de ces protéines dans le cadre des interactions plante/microorganisme phytopathogene. AvrLm3
présente pour sapartd&SRPRORJLHV GH VpTXHQF H1deCH&vafud Buittd- WH X U (
'RWKLGHRP\FgWH (QFRUH XQH IRLV FHW H[HPSOH GpPRQWUH
HITHFWHXUV DXJPHQWH GH SOXV HQ SOXV GYTfKRPRORJLHV V
ECP1%11 est, tout commeévrLm3 trés conservé che2. fulvumet fortement exprimé pendant
OLQIHFWLRQ VXUetdIRPDWHD (FRPBUWOLIAKHQWDW LR @atufidXsQH VR X
virulente visa-vis deRIm3avecECP1%1 entraine la reconnaissancecgéte souche par un cultivar
possédaniRlm3 ce qui suggere soit que la reconnaissance se fait par une interaction directe via la
UHFRQQDLVVDQFH GI1XQ GRPDLOW BRQAHUY R LU/ WIH(E & 3

ont une fonction effectrice commune@QVN OTDFWLYLWp HVW GpWHAKMIH-H SDU 5(
7] VXSSULPHU OD WHECPRDmarRIm@sém gréchbitefent testée. Une autre protéine

GIDYLUXO. hn@dalednsG 5y U /P SUpVHQWH pJDOHPHQW XQH IDPLOOC
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Dothideomyeétes Venturia inaequaliset Venturia pirina /D WUDQVIRUPDWLRQ G{XQ
L. maculansvirulente vis-avis deRIm6 SDU OfKRPRORJXH SUpVHQWDQW OH
GILGHQWLWpPp DYHF $YU/P QYD FHSHQGDQW SRIMGShildP LV GTLC
et al., 2015). Deux effecteurs @e fulvum Avr4 et Ecp2, présentent également des homologues

FKH] GIDXWUHV 'RW KigpRaerefay fijedsisq@ ReQWaht étre reconnus par les
protéines de résistance Cf4 etEfp2 chez latomate fUPHWWDQW GYHQYLVDJHU G¥Y

de résistance chez le bananier pour lutter cdvtrigiensis(Stergiopoulos et al., 2010).

AviLm4- SRXU VD SDUW QH SUpVHQWH DXFXQH KRPRORJLH GH
revanche AvrLm47 présenteine analogie structurale avec les effecteurs RALPH.dgaminis

TXL VHUDLHQW LVVXV G { X(©ddetddnf & Q04 E)pt rhldnie detstvlidfuseD O H
SRXUUDLHQW r'WUH LQGLFDWULFH VRLW GT1XQH asmésDOH GTI
SRVVLEOHPHQW LVVXH GTXQH pYROXWLRQ FRQYHUJHQWH HYV
GIXQH pYROXWLRQ GLYHUVLILDQWH D\DQW SHUPLV XQH GLYH
OHXUV FLEOHV YpJpWDOHV LUQHGHQRMRVRPDWHRORE WXQHLBSOF
suggere plutét une conservation de fonction avec les effecteurs RALPH. Il serait également
intéressant de déterminer si les effecteurs RALPH peuvent étre reconnRémgaou RIm7.
SOXVLHXUV FDV G 1 HlestRralwddies dtkuctiRuk\Opt Et®d@aNits chez les champignons

et les oomyceétes. Lors de la détermination de la structDrdes effecteurs AVRCO39 et AVR

Pia deM. oryzae il a été mis en évidence une structure commune en sandspictr ces deux

effec WHXUV DORUV TXYLOV QYRQW SDV GfKRPRORJLH GH VpTXH«
SRXU GIYDXWUHW. byt EPWSHAXKURLGHGTLGHQWLILHU XQH IDPLOOF
structure conservée, les effecteurs MAXagnaportheAvrs and ToB like), surexprimés pendant

OD SKDVH ELRWURSKH GH OYfLQIHFWLRQ VXU UL] &HWWH IDF
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QRPEUH GYDVFRP\FqQWHV SK\WR S D W.KiRzhgeD\H yriddafteH3Qilléth SD Q VL F
et al., 2015). Chez les oomycétesestructure D commune, appelée domaine WY, a été décrite

SRXU GHV HIIHFWH XU VPé&ohbspsitdle@&tte sli@Gdtuke f@varige la flexibilité et la
GLYHUVLILFDWLRQ GHV HIIHFWHXUV DYHF GHV YDUEDWLRQV
surface de la protéine, et une stabilisation grace aux régions hydrophobes conservées, permettant
DX[ HIITIHFWHXUV GH FHWWH IDPLOOH GH FLEOHU XQH JUDQC

reconnus par différentes protéines de résistance (Bowkeatly 2011 Win et al, 2012).

4. Une meilleure connaissance des effecteurs fongiques permdtOOH GJIDPpOLRUHL

VSHEWUH GIDEWLROQ GHYV UpVLVWPERQFHY TXDOLWDWLYHV HW C

La caractérisation fonctionnelle des effecteurs et des protéines de oé&sipeut permettre
GIfDPpOLRUHU OD TXDOLWp GHV UpVLVWDQFHYVY TXDOLWDWLY
SHUPHW GYDXJPHQWHU OH QRPEUH GH JqQHV GYDYLUXOHQFF
niveau de reconnaissance permettant de ddabetes réactions de défense. Ajtgimodification

du géne de résistandd3a GH OD SRPPH GH WHUUH D SHUPLV GIDXJ
reconnaissance a plusieurs souche® dimfestangSegretinet al.,2014), et la mutation de son
homologue dans latomate, SHUPHW GYDFTXpULU 4&B.tlhfestanvan\psi® FH SD U
celle déja conférée contfe oxysporun{Giannakopoulowt al.,2015).Plusieurs effecteurs dé.
oryzaeciblent des protéines2gétales contenant un domaine HMA (Heddgtal Associated). Ces

effecteurs sont reconnus par des genes de résistance possédant un domaine HMA intégré, selon le

P R G q O K inkegra@{ decoy. Magboolet al.,(2015)ont démontré que la protéine de risise

Pikk UHFRQQDLW SOXVLHXUV YDULEPHWEc qeb wifkités] dfférettés O THI I
VHORQ OD QDWXUH GHV DFLGHV DPLQpPV SUpVHQWY DX QLYF

meilleure affinité entre P# et AvrPik se traduit paune meilleure résistance de la plante. Ces
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REVHUYDWLRQV DLQVL TXH OHV WUDYDX[ GYpGLWLRQ GH S
SHUPHWWHQW GYLPDJLQHU XQH PHLOQMH HrizbealHoVen BeQ GHV
protéines de résistance recddh VVDQW OHXU SURWPLQH GYDYLUXOHQFH FR
DIILQLWp HW RX UHFRQQDLVVDQW SOXV GH SURWpPLQHV G
personnelle). Dans le cadre du pathosystémmaculans/ B. napus le manque de génes de
résistancelonés est limitant. En efféRIm3 RIm4 RIm7etRIm10QTRQW SDV HQFRUH pWp
HW FORQpY &HSHQGDQW OHV KRPRORJLHV GH VpTXHQFH HW
SOXVLHXUV IDoRQV GTH[SORLWHU O AWYLuPpOESEd InQ@ifalvgueX D O L W
chezC. fulvumqui est également reconnu f&m3 RQ SHXW LPDJLQHU TXH G{DXV
HILVWHQW GDQV GYDXWUHV HVSgFHV IRQJLTXHV SRWHQWLE
orthologues sont également reconnusRln3 XQH VWUDWPJIJLH GYpGLWINBRQ GX Jq
SRXUUDLW rWUH HQYLVDJpH DILQ GIDXJPHQWHU VRQ VSHFWU
étre envisagée avec AvriLm4 TXL VHPEOH GH VXUFURLW IDLUH SDUWLE
présatant des analogies structurales, ou avec Avrl-th#0 AvrLm1G32, qui possedent beaucoup

GTRUWKRORJXHYV GDQV GIDXWUHYV HVSqFHV GH FKDPSLJQRQV

3DU DLOOHXUV O fpWX@dduléh¥ BS DaplukaRpévidAtg Pridttre en évidence
plusieXUV LQWHUDFWLRQV JpQpWLTXHV HQWUH JgqQH GH UpVLVW
génepourgene classiqugPetitHoudenotet Fudal, 2017 Article 2). Ces interactions atypiques

sont autant de leviers supplémentaires permettant de mieuxegaresistances qualitatives contre

L. maculansAinsi, alors que la résistané®m4 ciblant AvrLm4-7 avait été utlisée depuis les

annees 1970 et que les populationg.deaculangtaient trés majoritairement virulentes-esis

deRIm4 une nouvellgésistance ciblant AvrLmZ, Rim7 V{HVW DYpUpH HIILFDFH HW

malgré une utilisation massive de cette résistance, un début de contournement au bout de 10 ans
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GIXWLOLVDWLRQ PRQWUDQW TXH GHX[ SUR W pileGnipditabtH UpV LV
GDQV OD ILWQHVYV IRQJLTXH SRXYDLHQW rWUH XWLOLVpHV VX
] VXSSULPHU OD WWERQaORIMIVSHIUPHHNGIIDOHPHQW GYHQYLVD.
de gestion coordonnées des résistamias3 et RIm7 via leur pyramidage dans des variétés de
FRO]D RX OTDOWHUQDQFH GH OHXU XWLOLVDWLRQ &H W\SH
VHPEOH SDUWLFXOLqQUHPHQW SURPHWWHXYV H. iHasulaRsgBeH VL FHC
pour le pathogstéemeFusarium oxysporurhtomate (Houtermaet al., FH W\SH GTLQWHU
pourrait étre plus répandu, notamment dBlezneriasp.FKH] TXL OfH[LVWHQFH GYHIIH

GH VXSSULPHU OD UHFRQQDLVVDQFH GBbugas& al,g016Q,A048G 1D Y L U X
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Tableau S1: amorces utilisées au cours de cette these.

AvrLm10-1PS | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCACTTCATGGTTC

Gwu TCCCCCT

AvrLm10- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGACTTGCACGAC

1noPSGWU TTCTGCGC

AvrLm10- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACCTAAGACAAATA

1stopGWL ATAGAGCCG

AvrLm10- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCCTAAGACAAATAATA

1nostopGWL GAGCCG

AvrLm10-2PS | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCTTTGGTTTATAG

GwuU CAATATTTA

AvrLm10- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGCCACTCGAC

2noPSGWU AATCCATTTC

AvrLm10- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACATATTTTGCCAAT

2stopGWL CTCCAATAAAGC

AvrLm10- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCATATTTTGCCAATCTC

2nostopGWL CAATAAAGC

AvrLm4-7PS GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCACTATCCCTCG

GwuU AGATAATC

AvrLm4- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTGTAGAGAGGCC

7noPSGWU TCAATATC

AvrLm4-7stop | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGTCGCAACCACGA

GWL GTCCTTG

AvrLm4- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTCGCAACCACGAGTC

7nostopGWL CTTG

MyAP-PSP1- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCAACCACCTTC

P2 AGTTTAGC

MyAP-noPS GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAAAATATTCCG

P1-P2 GCGGTGGC

MyAPstopP1l- | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACATAGATTCACTGG

P2 CACTGA

MyAPnNostop GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCATAGATTCACTGGCAC

P1-P2 TGA

PRX:PSP1-P2 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAAAGTCACTAAC
TGTTCTCG

PRZ}noPSP1- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAAGACAGTCCA

P2 CAAGAC

PR1stopP1-P2 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGTAAGGCTTCTCGT
TCAC

PR1nostofP1l- | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTAAGGCTTCTCGTTCA

P2 C

Clonage
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CathPSP1-P2

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCTGAACATCAT
CATCG

CathnoPSP1l- | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGAATCTTTCCC

P2 AGCAG

CathstopP1-P2 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAAAATGAGGAAACT
AGAAC

CathnostogPl- | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAAATGAGGAAACTAGA

P2 AC

ORMDL-P1-P2 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTACGTGAGGGCG
CTTCCG

ORMDLstop GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACTGGTCTCCATTGA

P1-P2 TTCC

ORMDLnostop | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTGGTCTCCATTGATTC

P1-P2 C

ASNA1-P1-P2 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGACTCTTTCGT
CCTC

ASNA1lstopP1- | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCATTTCCAAATGATAT

P2 CTCCC

ASNAlnostop | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTTCCAAATGATATCTC

P1-P2 CC

Unk-P1-P2 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGACCACACTT
CATTG

UnkstopP1-P2 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAAGGCCATTTGGTGA
ACTC

UnknostopPl- | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAGGCCATTTGGTGAACT]

P2 C

AvrLm10_1seq | CCTTTTCCTTAGACCATGG Séquencagg

U

AvrLm10_1seq | GGTGAGGAAGTTAAGAGAAGC

L

AvrLm10_2 CCGTCTCCCACATTACTTC

sequ

AvrLm10_2 CGTAGGAAAGGATATTCAAAGG

seqgL

pGBKT7AvrL | GAGAGAGAATTCGACTTGCACGACTTCTGCGC Double

m10-1noPS hybride

EcoRIU

pGBKT7AvrL | GAGAGAGGATCCCCCTAAGACAAATAATAGAGCCG

m10-1nostop

BamHIL

pGBKT7AvrL | GAGAGAGAATTCGCGCCACTCGACAATCCATTTC

m10-2noPS

EcoRIU

pGBKT7AvrL | GAGAGAGGATCCCCATATTTTGCCAATCTCCAATAAAGC

m10-2nostop

BamHIL

AvrLm10_1QF | ACAGGAGAACACTGACGGCT gPCR

AvrLm10_1QR | GCATGGACTATCGTAGCGTTAT
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AvrLm10 _2QF

ATGTAAATAACGTAGGAAAGGATATTCA

AvrLm10_20QR

TTGACCCTGGCTTTCGTTC

NADH-g-F1

GAAGTTGTGCCAATGGAGGT

NADH-g-R1

AGGATTTCTTGCATTGGTGG
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and Their Corresponding Plant Resistance Genes and Consequences for Disease Resistance

Management=ront. Plant Sci 8.
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Grove, California, 147 mars 2018).

Posters

A two genestfor tone gene interaction betweeheptosphaeria maculanand Brassica napus
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Rouxel, MarieHéléne Balesdent, Karine Blondeau, Noureddimedr, Ines Gallay, Théo Le

Moigne, Herman van Tilbeurgh and Isabelle Fudal
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Posters (Cauteur)

The StructuraLEP project: structural and functional characterization of Leptosphaeia

maculanseffectors and of their interactants.
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6pPLQDLUH GIXQLWp G D Sydtrsa HPrécEseUs infeGieux@BInD\embne Qa1 \)

Expression transitoire dans le tabac visAgrobacterium tumefaciens

6pPLQDLUH GIXQLWp GDQV O Hrdecestus idfeGieux@L) D¢demi&2DIdY Y HU V D

Effecteurs de champignonsSK\WRSDWKRJgQHV TXHVWLRQV RXWLOV Gy

Présentation aux étudiants du Master [fectiologie Microbiologie Virologie Immunologie,
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Effecteurs deLeptosphaeria maculanschampignon pathogéne du cah
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Recherche sur le Colza)
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