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

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

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

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

Résumé du chapitre |

Analyse bibliographique, contexte et objectifs de la these

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

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

PARTIE I : INTRODUCTION DE PHYTOPATHOLOGIE GENERALE

1. Les maladies des plantes

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

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

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

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

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

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

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

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

compatibilité avec I'hote.

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

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

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

non-host hos'

incompatible

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

presentA Biotechnologies: from the lab to the crop

Burst of effector biology

Post-genomic era

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

First R gene cloned (Martin)

First Avr gene cloned (Staskawicz)

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

Plants possess inducible defenses

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

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

1850

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

I'infection.

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

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

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

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

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

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

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

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

protein

systemin -

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

hypsys -

inceptin N

subpep -

GmPep914 -

160 kDa protein
LRR RLK
LRR RLK

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

engendrées par l'infection au sein des tissus.

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

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

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

Precursor protein

Systemins [ ]
SlproSys (200 aa)

Pep [ =]
AlproPep1 (92 aa)

Peptide sequence

AVQSKPPSKRDPPKMQTD
SISys (18 aa)

ATKVKAKQRGKEKVSSGRPGQHN
AfPepi (23 aa)

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

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

1 ti ti derived from proteins with rat

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

SubPep |
Putative subtilase (789 aa)
(Glyma18g48580)

Figure 6. Les éliciteurs peptidiques endogénes chez les plantes

RGANLPOOSOASSOOSKE
NiHypSysl (18 aa)

NRKPLSOOSOKPADGQRP
NiHypSysll (18 aa)

rim functions

ICDINGVCVDA
Inceptin (11 aa)

NTPPRRAKSRPH
GmSubPep (12 aa)

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

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

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

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

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

I'intersection des mécanismes développementaux et immunitaires.

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

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

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

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

Monaghan et Zipfel, Current Opinion in Plant Biology, 2012

' ' ' || Effectors
7] DAMPs
17, ]
Q AM
9 . 1 MAMPs
(=] Q
= o L -
'g 8
€, Vv
.I:“
$'a R
h_
coQ >
w“: —
::3._ £ F .
seg &
UG.IE
O'uq
=)
v A
(a8 o 2
= ]
<L
=

Class Family Species
Perception system in plant host

Figure 9. Spécificité des MAMP, DAMP et systéemes de reconnaissance végétaux

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

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

modulation de leur développement et de leur immunité.

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

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

genes.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

parasites.

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

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

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

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

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

PR-7 Tomato Pgg 75 Endoproteinase -

PR-8 Cucumber chitinase 28 Chitinase class IIl Chitin

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

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

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

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

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

PR-17 Tobacco PRp27 27 Unknown A

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

aAucune activité antimicrobienne in vitro n'a été rapportée

Sels et al.,Plant Phyisology and Biochemistry, 2008

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2012).

45



Chapitre I

A @
CWICE : N_ ® Cell wall synthesis
: U
: * Cell permeation
1 and lysis
11
et I
b:Falyer : :f : l—©_’2 > |:
B e
1 Q \
o
111 a |
i =
stilh 54/
()]
I 1 ol I tracellul ti
g IGjI 2 ntracellular action
TR
il 2wy
DNA =3 RNA —P Protein
In

Figure 14. Interaction des peptides antimicrobiens avec leurs cibles

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Hancock et Sahl., Nature biotechnology, 2006

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

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

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

Meletto et al., Annual Reviews in Plant Biology, 2008
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'existence d’'HDP chez les plantes n’a pas encore été effectuée. Cependant, des analogues
fonctionnels non-protéiques des HDP sont présents chez les plantes. C’est le cas par
exemple du phosphite (H3PO3) qui inhibe la croissance de parasites directement via un
effet toxique et indirectement au travers de la modulation de I'immunité de I'héte

(Massoud et al., 2012).

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

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

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

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

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

par composés volatils.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

I'héte.

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

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

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

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

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

points névralgiques des fonctions cellulaires.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

la croissance parasitique.

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

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

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

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

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

(Bozkurtetal., 2012).

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

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

décrits a ce jour.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Magnaporthe oryzae (rice)

Acel 4035 43 no - - polyketide synthase - Pi33

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

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

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

Pwil 124 2 yes - apoplast - -

Pwi2 126 1 yes - apoplast - -

Pwli3 116 0 yes - apoplast - -

Pwl4 117 0 yes - apoplast - -

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

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

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

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

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

MC69 54 2 yes - apoplast - yes .

Sip1 135 6 yes - apoplast bind chitin yes -

Cladosporium fulvum (tomato)

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

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

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

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

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

Ecp2 143 4 yes No apoplast - yes Cf-Ecp2

Ecp4 101 6 yes No apoplast - - Cf-Ecp4

Ecp5 98 6 yes No apoplast - - Cf-Ecp5

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

Ecp7 100 6 - = apoplast - - -

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (tomato)

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

Six2 172 8 yes - Xylem - no -

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

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

Melampsora lini (flax)

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

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

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

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

Ustilago maydis (maize)

cmul 265 - yes - cytoplasm chorismate mutase yes -

pitl 435 - - - - - -

pit2 118 - yes = B = 5.

Pepl 178 4 yes - apoplast peroxidase inhibitor yes -

Leptospheria maculans (oilseed rape)

AvrLm1 183 1 yes vyes cytoplasm - - RIm1

AvrLm6 124 6 yes - apoplast = = RIm6

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

Rhynchosporium secalis (barley)

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

Nip2 - 6 yes yes apoplast induces necrosis no -

Nip3 - 8 yes yes apoplast induces necrosis no -

Blumeria graminis f. sp. hordei (barley)

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

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

Colletotrichum orbiculare (cucumber)

NIS1 142 0 yes - apoplast - no -

DN3 74 0 yes - apoplast suppress cell death - -

Puccinia graminis f. sp. tritici (barley)

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

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

Laccaria bicolor (tree roots)

MiSSP7 68 0 yes no cytoplasm - yes -

Glomus intraradices (plant roots)

SP7 248 0 yes - cytoplasm limit immune responses yes .

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

btaille de I'effecteur mature

‘nombre de cystéines

dprédiction d’un signal peptide de sécrétion

ecertaines localisations proviennent d’évidences indirectes

Adapté de Stergiopoulos et De Wit, Annual Reviews in Plant Science, 2009 / Khang et Valent, Current Opinion in Plant Biology,
2010 / Djamei et al., Nature, 2011 / Doehlemann et al., PLoS Pathogens, 2009 / Doehlemann et al., Molecular microbiology,
2011 / Hemetsberger et al., PLoS Pathogens, 2012 / Yoshino et al., 2012 / Mentlak et al., The Plant Cell, 2012 / Saitoh et al., PLoS
Pathogens, 2012.
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apoplastique de plante, et ainsi permet la virulence du champignon sur le mais
(Doehlemann et al, 2009 ; Hemetsberger et al, 2012). La chorismate mutase cmul
d’U. maydis est sécrétée dans le cytoplasme et réoriente le métabolisme secondaire du
mais en perturbant la synthese d’acide salicylique et de phénylpropanoides, ce qui
permet la virulence du champignon (Djamei et al, 2011 ; Figure 25). Cette étude
constitue une des premieres preuves, avec 'étude récente des effecteurs bactériens
HopZ1 et de la coronatine, de I'importance des perturbations métaboliques pour la
virulence des parasites (Zhou et al., 2011 ; Zheng et al., 2012). Toujours chez U. maydis,
les génes pit sont importants pour la formation des tumeurs chez le mais, bien que leur
meécanisme d’action reste indéterminé. Enfin, I'’étude de nombreux mutants de délétion a
révélé plusieurs clusters de geénes codant des facteurs de virulence qu’il reste
maintenant a caractériser (Dohelemann et al, 2012). Par des approches génétiques,
'effecteur MC69 a été décrit comme nécessaire a la virulence complete de M. oryzae sur
le riz (Saitoh et al,, 2011). Ces approches de délétion génétique menées chez U. maydis et
chez M. oryzae donnent rarement des phénotypes de virulence diminués, ce qui souligne
probablement une forte redondance fonctionnelle des facteurs de virulence chez ces
champignons. MiSSP7 et SP7, des effecteurs des champignons symbiotiques L. bicolor et
G. intraradices, sont nécessaires pour la formation de mycorhizes avec leurs hotes (Plett
et al., 2011 ; Kloppholz et al., 2011). Ces deux effecteurs perturbent I'expression des
génes au niveau des racines et ils sont localisés dans les noyaux de I'hote, ou SP7
interagit notamment avec un facteur de transcription impliqué dans le métabolisme de
I’éthylene. Dans la mesure ou ces microorganismes ne sont pas des agents pathogénes, le
terme de facteur de compatibilité convient mieux que celui de facteur de virulence. Les
protéines sécrétées Ecp6 de C. fulvum et Slpl de M. oryzae jouent un role dans la
virulence en séquestrant des PAMP, ce qui inhibe donc indirectement la mise en place de
réponses de défense et favorise la croissance parasitique (De Jonge et al, 2009 ; De
Jonge et Thomma 2009 ; Mentlak et al., 2012). Les auteurs ont qualifié ces protéines
d’effecteurs ayant des fonctions de virulence, bien qu’ils ne correspondent pas sensu
stricto aux criteres requis pour étre qualifiés de telle sorte (Encadré 2). Chez F.
oxysporum f. sp. lycopersici, les genes codant des effecteurs sont portés par des sections
entieres du génome nommées les « chromosomes mobiles de pathogénicité ». Le

transfert de ces chromosomes dans 'espéce F. verticilliodes non-pathogene rend cette
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Figure 25. Mode de fonctionnement de Cmul d’Ustilago maydis

La chorismate mutase Cmul est sécrétée dans le cytoplasme d’une cellule de mais (vert pale) infectée par Ustilago maydis (en
jaune orangeé), puis diffuse dans les cellules voisines. Cette enzyme favorise la virulence du champignon en aiguillant le
chorismate vers la voie des phénylpropanoides au détriment de la voie de hiosynthése de I'acide salicylique (SA). Les fléches
indiquent le mouvement de Cmul ou des transitions métaboliques, la fleche en pointillé indique un mouvement physique ou un
rétro-controle du préphanate ou de ses dérivés sur certains processus du chloroplaste (en vert foncé). ZmCmul et ZmCmu?2
indiquent les chorismate mutases de la plante.

Djamei et al., Nature, 2011

Figure 26. Les structures de sécrétion des effecteurs des champignons biotrophes

Principales structures d’infection des champignons parasites biotrophes des plantes. Cladosporium fulvum (C.f) envahit
I'apoplaste, Magnaporthe oryzae (M.o.) différencie des hyphes invasives (IH) et une interface biotrophe appelée BIC (biotrophic
interfacial complex, en jaune) dans la cellule hote, Melampsora lini (M.\.) et Blumeria graminis (B.g.) invaginent des haustoria (H)
simples ou ramifiés dans la cellule hote. Les formes colorées symbolisent les effecteurs (E) sécrétés dans l'apoplaste, dans le
cytoplasme ou dans la matrice extra-haustoriale (EHMX) par les différents parasites. FPM: membrane plasmique fongique, FCW:
paroi cellulaire fongique, A: appressorium, N (en rouge): cou de I'haustorium, EHM: membrane extrahaustoriale, PCW: Paroi
cellulaire végétale, PPM: membrane plasmique végétale, EIHM: membrane de I'hyphe invasif

Koeck et al., Cellular microbiology, 2011
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derniere pathogene, ce qui démontre leur implication dans la virulence fongique (Ma et

al., 2010).

3.5. Sécrétion, entrée et diffusion des effecteurs eucaryotes dans les cellules hotes
Les bactéries, les insectes et les nématodes possédent des structures leur permettant de

perforer les cellules héotes pour y sécréter directement leurs effecteurs. Au contraire, les
oomycétes et les champignons respectent l'intégrité des cellules infectées et sécréetent des
effecteurs dans une interface héte-parasite, a partir de laquelle les effecteurs
cytoplasmiques entrent dans les cellules hétes. Trés peu de démonstrations directes de
cette translocation dans une cellule hote a partir d'un champignon ont été faites et les
mécanismes d’internalisation proposés restent discutés. Certains effecteurs sont également
capables de diffuser dans les tissus, de cellules en cellules, accroissant le rayon d’action des

parasites au-dela des cellules infectées.

3.5.1. Les systemes de sécrétion directe
Les bactéries utilisent des systémes de sécrétion qui ressemblent a des seringues

moléculaires pour transpercer la membrane plasmique et délivrer leurs effecteurs
directement dans le cytoplasme (Cornelis 2006). De méme, insectes et nématodes
utilisent des stylets pour sécréter des molécules dans les tissus vasculaires ou dans les
cellules (Hogenhout et Bos 2011 ; Gheysen et Mitchum 2011). Ainsi, les effecteurs de ces

parasites sont transférés directement depuis le parasite vers la cellule hote.

3.5.2. Structures de sécrétion des effecteurs fongiques
Les champignons sécretent des effecteurs via leurs spores, leurs hyphes d’infection,

leurs haustoria ainsi que via leurs appressoria (Nirmala et al., 2011 ; Rafiqi et al., 2012 ;
Kleemann et al, 2012). D’'une maniere générale, chez les champignons formant des
haustoria, on associe ces structures a la sécrétion des effecteurs cytoplasmiques, tandis
que les effecteurs apoplastiques sont sécrétés par les hyphes d’'infection, bien qu’il ne
soit pas exclu que des effecteurs sécrétés via des haustoria puissent résider dans
I'espace péri-haustorial (Figure 26 ; Dodds et al., 2009 ; Koeck et al., 2011). Chez M. lini,
les transcrits codant les quatre effecteurs connus s’accumulent fortement dans les
haustoria (Catanzariti et al., 2006). Ces facteurs d’avirulence sont reconnus par des
protéines NB-LRR cytoplasmiques, ce qui suggere que ces quatre effecteurs entrent dans
les cellules de I'hdte. L'immunolocalisation d’AvrM a permis de confirmer sa sécrétion

depuis les haustoria vers le cytoplasme de I'hote (Rafiqi et al, 2010). De méme, la
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protéine RTP1 (rust transferred protein 1) d’'Uromyces fabae est sécrétée au niveau des
haustoria puis transférée dans les cellules végétales (Kemen et al., 2005). La sécrétion
des effecteurs extracellulaires d’U. maydis et de C. fulvum se fait par les hyphes
d’infection extracellulaires (Doehlemann et al., 2009 ; Wulff et al., 2009). Récemment,
Kleeman et collaborateurs ont montré que C. Higginsianum sécrete des effecteurs
candidats au niveau des appressoria, probablement pour faire face aux défenses pré-
invasives des cellules sur le point d’étre infectées (Kleemann et al, 2012). Chez
M. oryzae, certains effecteurs sont sécrétés par des BIC (biotrophic interfacial complex),
des zones localisées d’hyphes d’infection invaginées dans la membrane plasmique
(Khang et al., 2010). Enfin, Nirmala et collaborateurs ont montré que les spores de
P. graminis f sp tritici expriment également des effecteurs (Nirmala et al., 2011). Dans
I’ensemble, ces résultats indiquent que les champignons utilisent la plupart de leurs

structures d’infection pour sécréter des effecteurs et ainsi manipuler les tissus infectés.

3.5.3. Les évidences de localisation intra-cellulaire
Un nombre importants d’effecteurs d’oomycetes et de champignons parasites sont

décrits comme étant internalisés dans le cytoplasme des cellules hotes (Tyler 2012).
Cependant, la démonstration directe par immunolocalisation ou a I'aide de fusions avec
des marqueurs fluorescents d'un transfert d’effecteur depuis un champignon vers une
cellule de plantes infectée n’a été que tres rarement effectué (Figure 27). Les protéines
cmul, AvrM, RTP1 et MiSSP7 d’'U. maydis, M. lini, U. fabae et L. bicolor ont été
immunolocalisées respectivement dans les cellules de mais, de lin, de feverole et de
racines de peuplier (Djamei et al., 2011 ; Rafiqi et al., 2010, Kemen et al., 2005 ; Plett et
al, 2011). D’autre part, les protéines PWL2 et BAS1 fusionnées a des marqueurs
fluorescents et exprimées par M. oryzae sont transférées dans les cellules de riz infectées
(Khang et al., 2010). Enfin, la protéine SP7 fusionnée a la mRFP est transférée dans des
cellules d’épiderme d’oignons lorsqu’elle est exprimée de maniere ectopique chez M.
oryzae (Kloppholz et al, 2011). De maniere intéressante, les protéines MiSSP7, SP7 et
RTP1 sont localisées dans le noyau de la cellule hote, ce qui suggére une manipulation

possible du programme génétique de la plante.

3.5.4. L'internalisation des effecteurs dans les cellules hétes: le flou regne
Les hyphes et haustoria des oomycetes et champignons biotrophes pénétrent certes la

cavité cellulaire mais respectent strictement l'intégrité des cellules. Les méthodes
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Figure 27. Détection d’effecteurs transloqués depuis un champignon dans une cellule infectée

(A-C) Immunolocalisation, par microscopie électronique a transmission, d’effecteurs transloqués a I'intérieur de cellules végétales
infectées. (A) Cmul d'Ustilago maydis infectant le mais. ppm: membrane plasmique végétale, pc: cytoplasme végétal, few: paroi
cellulaire fongique, pcw: paroi cellulaire végétale. (B) AvrM de Melampsora lini infectant le lin. Hm: haustorium, Cy: cytoplasme,
v: vacuole, hcw: paroi de I'haustorium, ehm: matrice extrahautoriale. (C) RTP1 (fleche blanche) d’Uromyces striatus infectant une
feverole. H: haustorium. (D) Immunolocalisation, par microscopie a fluorescence, de MiSSP7 de Laccaria bicolor colonisant des
racines de peuplier. hn: réseau de Hartig, e: root epidermal, n: plant nucleus, fm: manteau fongique. (E) Localisation par
microscopie a fluorescence de SP7 de Glomus intraradices fusionné a la mRFP (en rouge) et sécrété par Magnaporthe oryzae (en
vert) dans des cellules dépiderme d'oignon. (F) Localisation, par microscopie a fluorescence, de la construction
PWL2:hH1:mCherry (en rouge) sécrétée par Magnaporthe oryzae (en vert) dans des cellules de riz. Le signal rouge marque le BIC
et le noyau.

Figure adaptée de (A)-Djamei et al., Nature, 2011 / (B)-Rafigi et al., The Plant Cell, 2010 / (C)-Kemen et al., MPMI, 2005 / (D)-Plett
et al., Current Biology, 2011 / (E)-Kloppholz et al., Current Biology, 2011 / (F)-Khang et al., The Plant Cell, 2010
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actuelles pour évaluer la capacité intrinseque d’'un effecteur a entrer dans une cellule
hoéte repose principalement sur deux méthodes (Kale et al., 2011). La premiere consiste
a exprimer un effecteur dans une cellule végétale avec son signal de sécrétion, puis a
mesurer la ré-internalisation de ce dernier. La seconde consiste a mesurer directement
I'entrée de protéines recombinantes incubées avec des tissus végétaux. Les effecteurs
sont détectés a l'intérieur de la cellule de deux fagons: de maniere directe par
microscopie a fluorescence via un marqueur fluorescent fusionné a l'effecteur ou de
maniere indirecte par l'observation de nécroses traduisant une HR (un facteur
d’avirulence peut étre fusionné a I'effecteur, une protéine de résistance exprimée dans
les tissus, ou encore la HR peut étre indirectement estimée par I'absence d’un signal de
viabilité des cellules par coloration GUS). Cette combinaison d’approches a permis a Dou
et collaborateurs de montrer que l'effecteur avrlb de P. sojae est internalisé dans les
cellules de soja en I'absence du parasite (Dou et al., 2008). Des mutations ciblées ont
révélé que le domaine conservé RXLR est important dans ce processus. En localisant des
fusions-GFP exprimées transitoirement chez le tabac et sécrétées dans l'apoplaste,
Dodds et collaborateurs ont montré que les effecteurs de M. lini sont également ré-
internalisés dans les cellules en I'absence de parasites (Dodds et al., 2006 ; Catanzariti et
al., 2006 ; Rafiqi et al.,, 2010). Des mutants de délétion des différents domaines des
effecteurs montrent que les domaines importants pour l'internalisation cellulaire sont
disposés en région N-terminale, mais que les domaines RXLR dégénérés ne sont pas les
déterminants de ce mécanisme (Rafiqi et al., 2010). Il faut remarquer que toutes ces
approches suggerent que des effecteurs entrent a nouveau au sein d'une cellule hote
apres leur sécrétion par cette méme cellule. Or, il est possible que ces effecteurs aient la
capacité de s’extraire des vésicules d’endocytose lors des infections, et un artefact du a
une sortie aspécifique des endosomes vers le cytoplasme lors des expériences en
laboratoire ne peut étre exclu (Oh et al, 2009). D’autre part, des protéines
recombinantes fusionnées a la GFP ou a d’autres marqueurs fluorescents ont permis de
suggerer que des effecteurs de champignons et d’'oomycetes pénetrent dans les cellules
grace a la liaison du domaine RXLR (ou domaine dégénéré) aux phospholipides (Kale et
al.,, 2010, 2011 ; Plett et al, 2011). Cependant, plusieurs études sont venues contredire la
liaison spécifique aux phospholipides via le domaine RXLR ou via les domaines N-
terminaux importants pour l'internalisation, démontrant plutét que des acides aminés

basiques du domaine C-terminal des effecteurs seraient impliqué dans la liaison aux
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phospholipides, d’'une maniere completement indépendante des mécanismes de
translocation dans les cellules hotes (Gan et al., 2010 ; Ellis et Dodds 2011 ; Yaeno et al.,
2011). Tres récemment, Wawra et collegues ont montré que l'effecteur Avr3a de
P.infestans peut se fixer aux phospholipides de maniere complétement aspécifique,
alors qu'’il est dénaturé (Wawra et al., 2012a). Cette observation remet profondément en
cause la significativité biologique des tests de liaisons aux phospholipides. D’autre part,
les mécanismes de translocation des fusions GFP appliquées de facon exogene aux tissus
peuvent elles-aussi étre aspécifiques (observation personnelle). D’autres pistes de
recherche sont explorées pour comprendre comment les effecteurs entrent dans les
cellules hotes. Récemment, l'effecteur SpHtpl de l'oomycete Saprolegnia parasitica,
agent pathogene des poissons, a été décrit comme internalisé dans les cellules hotes via
I'interaction avec des molécules tyrosine-O-sulfatées présentes au niveau des
membranes (Wawra et al, 2012b). D’autre part, le champignon nécrotrophe
Pyrenophora tritici-repentis sécrete la protéine toxique ToxA au sein des cellules
végétales afin d'induire la mort des cellules (Ciuffetti et al., 2010). L'internalisation de
ToxA dépend d’'un motif RGD, différent des autres motifs d’acides aminés identifiés chez
les effecteurs de biotrophes (Manning et al., 2008). L’identification des mécanismes et
des déterminants moléculaires de la translocation des protéines eucaryotes dans les
cellules hotes est actuellement un champ d’investigation extrémement actif en biologie
des effecteurs (Panstruga et Dodds 2009). La capacité des effecteurs a entrer dans les
cellules hétes est un point essentiel de la virulence, I'identification des mécanismes
sous-jacents a ce processus pourront vraisemblablement étre utilisés pour lutter contre

les parasites en inhibant I'entrée de leurs effecteurs dans I'’héte (Kale et al., 2012).

3.5.5. Les champignons augmentent leur portée : la diffusion des effecteurs
Certains effecteurs de M. oryzae ont été fusionnés a des marqueurs fluorescents, ce qui a

permis d’observer leur sécrétion dans la cellule hote, mais aussi leur migration dans les
tissus, de cellules en cellules (Khang et al., 2010 ; Valent et Khang 2010). Il est probable
que cette diffusion serve a préparer l'infection imminente des cellules voisines, étant
donné que M. oryzae utilise les plasmodesmes pour passer d’une cellule a I'autre et ainsi
étendre la zone d’infection (Kankanala et al, 2007). D’autre part, l'effecteur cmul
d’U. maydis est également capable de diffuser de cellules a cellules chez le mais, a partir
d’une cellule unique transformée par biolistique (Djamei et al., 2011 ; Figure 25). Ainsi,

basidiomycetes et ascomycetes semblent utiliser une stratégie similaire pour augmenter
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la portée de leurs effecteurs au-dela des cellules infectées. La migration des effecteurs
s’effectue probablement de maniere symplasmique via les plasmodesmes. Lors du PT],
I'occlusion des plasmodesmes par dépot de callose a été observée, ce qui démontre

I'implication de ces structures dans la lutte contre les infections (Lee et Lu 2011).

4.L’ETI etlarelation R - Avr
L’ETI est une réponse de défense forte de la plante qui lui confére une résistance dite

qualitative. L’ETI est déclenché suite a la reconnaissance spécifique d’un effecteur (facteur
d’avirulence Avr) par un récepteur immunitaire (protéines de résistance R). Quelques
couples R - Avr ont été identifiés dans les pathosystemes plantes-champignons.
Actuellement, quatre modeles mécanistiques expliquent les différents types de
reconnaissance R - Avr. La maniere dont les NB-LRR s’activent pour déclencher 'ETI reste
l'objet d’intenses recherches. Dans tous les cas, cette activation méne a des réponses de
défense qualitativement semblables a celles du PTI, mais quantitativement plus

importantes, notamment avec la mise en place de la HR.

4.1. Les couples R - avr impliquant des effecteurs de champignon
Plusieurs facteurs d’avirulence ont été identifiés chez les champignons, en particulier

chez les modeles Cladosporium fulvum et M. lini desquels découlent les principales
avancées historiques (Tableau 4 ; Stergiopoulos et De Wit 2009). Chez C. fulvum, les
facteurs d’avirulence apoplastiques Avr2, Avr4 et Avr9 sont reconnus par les récepteurs
membranaires de type LRR-RLP Cf-2, Cf-4 et Cf-9 respectivement, ce qui entraine
typiquement une HR (Figure 28). La protéine Vel de Verticillium spp. et la xylanase
fongique EIX sont reconnues spécifiquement par des récepteurs membranaires de type
LRR-RLP. Ces deux effecteurs sont parfois considérés comme des PAMP et illustrent les
limites de la classification PAMP/effecteur et donc PTI/ETI (Thomma et al., 2011). Chez
M. lini les facteurs d’avirulence AvrM, AvrL567, AvrP4 et AvrP123 entrainent également
une HR quand ils sont exprimés dans les plants exprimant les protéines de résistance de
type NB-LRR correspondantes (M, L5/L6/L7, P4 et P/P1/P2/P3; Ellis et al., 2007). Les
couples R - Avr Pi-ta/Avr-Pita et [-2/Six3 ont également été décrits au sein des
pathosystemes riz-M. oryzae et tomate-F. oxysporum f. sp. lycopersici, respectivement. Pi-

ta et [-2 sont également des protéines cytoplasmiques de type NB-LRR.
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Figure 28. Les différentes
protéines de résistance aux

champignons chez les plantes
(a) Les LRR RLP tels que les Cf, Ve, HcrVf
et LeEix conférent une résistance aux
champignons pathogénes Cladosporium
fulvum,  Verticillium  sp.,  Venturia
inaequalis et Trichoderma sp. au travers
de la reconnaissance des effecteurs (en
rouge) de ces parasites. (b) Certains TIR-
NB-LRR du lin reconnaissent les
effecteurs de Melampsora lini tandis que
certains LZ/CC-NB-LRR du riz ou de la
NB-LRRs tomate reconnaissent respectivement
des effecteurs de Magnaporthe oryzae et

b m LS, L6, L7: AviL67 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
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Figure 29. Modeéles d’interactions R — Avr

(A) Les quatre modeles de reconnaissance des facteurs d'avirulence (en vert) par des protéines de résistance (de type NB-LRR ici;
LRR, bleu; NB, orange; ATP/ADP, jaune; TIR/CC, violet) sont représentés. La cible de virulence ou le leurre est en rouge. (B)
L'effecteur AvrBs3 (étoile rouge) de Xanthomonas cible un promoteur (rectangle bleu) présent en amont du gene Upa20 pour
activer son expression et favoriser la virulence. Un promoteur situé en amont du géne de résistance Bs3 leurre AvrBs3 pour
induire I'expression de la flavine monooxygénase Bs3 qui promeut la mort cellulaire et la résistance aux bactéries. Les tirets fins
indiquent la membrane plasmique et les tirets épais la membrane nucléaire.

Dodds et Rathjen, Nature Reviews in Genetics , 2010 / Saijo et Schulze-Lefert, Cell Host & Microbe, 2008
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4.2. Les modeles d’interaction R - Avr
Dans la cadre de la relation R — Avr, un facteur d’avirulence peut interagir avec une

protéine de résistance (interaction protéine-protéine) ou avec le promoteur d’un gene de

résistance (interaction ADN-protéine).

4.2.1. L'interaction protéine-protéine
Actuellement, on considere que les protéines de résistance R reconnaissent les facteurs

d’avirulence selon quatre modes distincts, expliqués dans les modeles mécanistiques
suivants : i) le modele ligand-récepteur, ii) le modeéle de garde, iii) le modéle du leurre et
enfin iv) le modeéle dit ‘appater et s’activer’ (Figure 29). Le modele ligand-récepteur est
I'explication la plus simple pour expliquer la relation gene-pour-géne : les produits de
ces genes interagissent directement et physiquement. Ce modele a été démontré entre
autres grace aux recherches menées sur le couple AvrL567/L5, L6 du pathosystéme lin-
rouille du lin, qui a mis en évidence une corrélation directe entre I'interaction R - Avr in
vivo et l'interaction incompatible du lin portant l'allele R avec les souches de M. lini
portant l'allele Avr correspondant (Dodds et al, 2006). De méme, Pi-ta et Avr-Pita
interagissent in vivo (Jia et al., 2000). Cependant, la grande majorité des couples R - Avr
décrits chez les bactéries n’interagissent pas physiquement (Ma et Guttman 2008). Cette
observation a entrainé la formulation du modeéle de garde (Dangl et Jones 2001). Ce
modele spécifie que les protéines de résistance interagissent physiquement avec des
cibles d’effecteurs ‘gardées’ et percoivent la perturbation engendrée par l'action de
'effecteur sur sa cible. C’est le cas par exemple d’Avr2 de C. fulvum, qui interagit avec la
protéase Rcr3 dans l'espace extracellulaire. La présence de Rcr3 est nécessaire a la
reconnaissance d’Avr2 par la protéine de résistance Cf-2 de la tomate (Kruger et al.,
2002). D’une certaine maniére, les protéines gardées sont modifiées par des molécules
du parasite et contribuent a la mise en place des réponses de défense, ce qui correspond
a la définition d’'un DAMP (Boller et Felix 2009). Le premier exemple de I'application du
modele de garde impliquant un effecteur d’'oomycete, Avr2 de P. infestans, a été rapporté
récemment (Saunders et al, 2012). Considérant le fort polymorphisme de
présence/absence des genes R dans les populations naturelles, deux pressions de
sélection opposées s’appliquent aux protéines gardées et ménent au renforcement ou a
la diminution de la force de 'interaction avec l'effecteur respectivement en la présence
et en I'absence du gene R. Cette observation a mené a I'établissement du modele du

leurre, qui stipule que la plante a développé au cours de I'évolution, des leurres qui se
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spécialisent dans la perception de I'effecteur en mimant les cibles de virulence (Van Der
Hoorn et Kamoun 2008). Par exemple, les effecteurs AvrPto et AvrPtoB ciblent les
domaines kinases de plusieurs PRR ainsi que la protéine kinase cytoplasmique Pto.
L’interaction avec Pto ne bénéficie pas a la virulence, mais active le NB-LRR Prf et
subséquemment 'ETI. Pto apparait comme une kinase gardée qui ‘leurre’ les effecteurs
en mimant les domaines cytoplasmiques des PRR (Hahn et Boller 2012). Le modeéle
‘appater et activer’ (bait-and-switch en anglais) est a I'intersection du modele de garde
et du modele ligand-récepteur. Il décrit I'interaction physique entre une protéine R et un
effecteur qui intervient alors que les deux protéines interagissent avec la cible de
virulence de l'effecteur, qui sert de plateforme pour l'interaction (Collier et Moffet
2009). La résolution récente des premieres structures d’effecteurs de champignons et
d’oomycetes a permis de mieux comprendre la facon dont ces protéines interagissent
avec des partenaires, que ce soit des récepteurs immunitaires ou d’autres molécules, et
de mieux cerner comment la co-évolution avec les plante a entrainé la diversification de

ces effecteurs (Encadré 3).

4.2.2. L'interaction promoteur-protéine
Chez le piment, le gene de résistance atypique Bs3 code une flavine monooxygénase, qui

est une protéine généralement impliquée dans la détoxication de xénobiotiques (Romer
et al., 2007). Le facteur d’avirulence associé a ce gene de résistance, AvrBs3, est un
effecteur TAL de Xanthomonas campestris qui s’associe physiquement au promoteur de
Bs3 et induit son expression, menant a I'incompatibilité. De maniere intéressante, le
promoteur de Bs3 est similaire aux promoteurs des genes de susceptibilité ciblés par
AvrBs3 pour promouvoir la virulence des bactéries. Ce mécanisme, bien qu'impliquant
un promoteur de gene de résistance au lieu d’'une protéine de résistance, correspond au
modele du leurre présenté précédemment : les plantes ont développé au cours de leur
évolution des promoteurs leurres permettant d’utiliser directement un effecteur pour
activer l'expression d'un géne de défense, en mimant le promoteur de la ‘cible de
virulence’ (Van der Hoorn et Kamoun 2008). La maniere dont la protéine Bs3 contribue
a la résistance du piment reste a déterminer. Le création de promoteurs capables de
spécifiquement leurrer les effecteurs TAL et ainsi de permettre la résistance de la plante
est une approche utilisée pour améliorer les plantes susceptibles aux bactéries

Xanthomonas spp. (Romer et al., 2009 ; Hummel et al., 2012).
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Encadré 3. Apports des structures 3D pour la compréhension des effecteurs d’eucaryotes

La résolution de la structure tridimensionnelle (3D) de protéines effectrices permet
généralement d’identifier les acides aminés impliqués dans linteraction de l'effecteur avec
d‘autres molécules. Par exemple, les acides aminés formant une surface chargée positivement
sont nécessaires a avrlb de P. sojae pour interagir avec des phospholipides (A; Yaeno et al.,
2011). De méme, des acides aminés exposés et polymorphes d’AvrL567 de M. lini sont
déterminants pour l'interaction avec les récepteurs immunitaires NB-LRR L5 et L6 du lin (B; Wang
et al., 2007). Les informations 3D peuvent aussi étre connectées a la localisation de |'effecteur. En
effet, la résolution de la structure 3D d’ATR13 de H. arabidopsidis a révélé un domaine
désordonné impliqué dans la localisation nucléaire de la protéine (C; Leonelli et al., 2011). L'état
d’oligomérisation d’un effecteur peut également étre caractérisé via la structure 3D, comme c’est
le cas par exemple pour PexRD2 de P. infestans (D; Boutemy et al., 2011). Enfin, la comparaison
récente de plusieurs structure 3D a permis de déceler la présence d’un noyau structural conservé
servant de base structurale a la diversification de nombreux effecteurs d'oomycétes (E; Win et al.,
2012).
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4.3. L’activation des protéines NB-LRR
L’activation d’'un NB-LRR mene le plus souvent a une HR et donc a la mort cellulaire. Un

phénotype si radical associé a I'activation de ces protéines nécessite une régulation fine
afin d’éviter un état auto-actif qui serait non viable pour la plante, sans toutefois
empécher l'activation des protéines lors de la reconnaissance d'un effecteur. Le modeéle
proposé récemment par Takken et Goverse présente les NB-LRR, dont la partie N-
terminale est de type TIR (TIR-NB-LRR, TNL) ou CC (CC-NB-LRR, CNL), dans des états
inactifs en absence d’effecteurs. Cet état inactif est maintenu par des interactions
intramoléculaires entre les différents domaines des protéines (Figure 30 ; Takken et
Goverse 2012). Une cohorte de chaperonnes est impliquée dans le repliement correct
des protéines, tandis que la dégradation de celles qui sont mal repliées est assurée par
un systeme dépendant du protéasome. Les protéines inactives lient de '’ADP par leur
domaine NB-ARC. Suite a la reconnaissance directe ou indirecte d’un effecteur, les NB-
LRR s’activent en liant de I’ATP. De récentes études structure/fonction sur les protéines
L6 du lin et MLA de 'orge ont révélé que les TNL et les CNL doivent former des dimeres
via leur domaines TIR et CC respectivement, afin de déclencher la signalisation (Bernoux
et al,, 2011a ; Maekawa et al., 2011). Enfin, certains NB-LRR tels que MLA ou Rx de la
pomme de terre font I'objet d'un trafic nucléo-cytoplasmique qui pourrait étre impliqué
dans la régulation des genes de défense, tandis que d’autres comme L6 ou encore RPM1
d’arabidopsis agissent au niveau des membranes (Bernoux et al, 2011b). La lyse de

I’ATP renvoie les NB-LRR dans des états inactifs ou ils sont de nouveau liés a de I’ADP.

4.4. Réponses de défense de I'ETI : le PTI en plus fort
On considere actuellement que PTI et ETI reposent sur les mémes voies de signalisation

et entrainent les mémes réponses de défense, qui ne different que de maniere
quantitative. L’analyse du transcriptome d’arabidopsis infectée par des bactéries
virulentes ou avirulentes a révélé que les réponses menant a la compatibilité ou a
I'incompatibilité reposent sur I'induction des mémes genes de défense (Figure 31 ; Tao
etal, 2003 ; Eulgem 2004). Chez le peuplier, I'expression des genes codant des protéines
PR, des enzymes de la voie des phénylpropanoides ou encore des enzymes impliquées
dans les réactions redox est induite a la fois lors de relations incompatibles précoces
mais également lors des relations compatibles tardives avec Melampsora spp. (Rinaldi et
al, 2007 ; Miranda et al., 2007 ; Azaiez et al., 2009 ; Duplessis et al. 2009). Ces

observations supportent les résultats obtenus chez arabidopsis, a savoir que les génes
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Figure 30. Modele d’activation des NB-LRR

Les NB-LRR de type TNL ou CNL sont dans des états inactifs (off) en absence d’effecteurs. Les chaperons HSP90, RAR1 et PP5 sont
impliquées dans le repliement correct des protéines, tandis que la dégradation de celles qui sont mal repliées dépend d’'un
systeme dépendant du protéasome. Ces protéines inactives lient de 'ADP au niveau de leur domaine NB-ARC. Suite a la
reconnaissance directe ou indirecte d’un effecteur, les NB-LRR adoptent un état actif (on) dans lequel ils lient de I'ATP. TNL et CNL
forment des diméres via leurs domaines TIR et CC, respectivement. Certains NB-LRR font I'objet d’un trafic nucléo-cytoplasmique.
La lyse de I'ATP renvoie les NB-LRR dans des états inactifs dans lesquels ils sont liés a de 'ADP.

Takken et Goverse, Current Opinion in Plant Biology, 2012
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Figure 31. La différence quantitative PTI/ETI

Les réponses de défense des plantes (output intensity) sont qualitativement les mémes lors des interactions compatibles et
incompatibles, mais quantitativement plus importantes lors de I'incompatibilité. Elles sont fonction de l'intensité du signal
d’entrée (input intensity) qui fait suite a la détection des parasites.

Eulgem, Trends in Plant Science, 2004
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de défense mobilisés durant les résistances hote-spécifiques et basales sont globalement
les mémes. Tsuda et collaborateurs ont montré par 'analyse de mutants des voies de
biosynthése des hormones que les voies de signalisation menant a la défense chez
arabidopsis sont multiples, redondantes et surtout communes au PTI et a 'ETI (Tsuda et
al., 2009). L’aspect quantitatif des réponses de défense semble donc dépendre de la
maniere dont sont activées les voies de signalisation. D’autre part, des approches
génétiques par perte de fonction ont permis de définir environ 25 protéines intervenant
dans la voie de signalisation de I'ETI déclenchée par le complexe Prf-Pto-AvrPto (ou
AvrPtoB) chez la tomate (Oh et Martin 2011). Ces protéines sont impliquées dans les
réponses physiologiques classiquement associées au PTI telles que les cascades MAPK,
la production de ROS et d’hormones, la régulation des génes de défense et la sécrétion
des protéines PR (Figure 32 ; Tsuda et Katagiri 2010). De méme que la distinction
PAMP /effecteur est parfois délicate, la nature commune des réponses de défense dissipe
davantage la frontiere séparant PTI et ETI (Thomma et al.,, 2011). La HR a longtemps été
considérée comme la marque typique de I'ETI, mais plusieurs travaux ont montré que
des éliciteurs peuvent également la déclencher (Tsuda et Katagiri 2010). Le modele en
zigzag a le mérite d’avoir permis de réunifier deux écoles de recherche se focalisant
respectivement sur les éliciteurs et le PTI d’'une part et les effecteurs et I'ETI d’autre part
(Zipfel et Robatzek 2010). Dans le futur, les distinctions éliciteur/effecteur,
PRR/protéine de résistance et PTI/ETI sont des concepts qui seront vraisemblablement
amenés a évoluer pour se fondre dans une vision plus intégrée des interactions plantes-

parasites (Thomma et al,, 2011).

5. Le zigzag a I’échelle de I’évolution
La derniere phase du modéle en zigzag décrit comment la relation R - Avr évolue a

I’échelle micro-évolutive et au niveau des populations, déterminant l'issue des interactions.
L’évolution rapide des répertoires d'effecteurs des parasites est vraisemblablement une
conséquence de la course évolutive engagée avec les plantes et leurs systemes de défense.
Au niveau des génomes, la richesse en éléments transposables semble étre un moteur
important de la diversification de ces répertoires. Enfin, les effecteurs jouent un réle
important dans la définition du spectre d’héte d’un parasite, et la plasticité des répertoires
d’effecteurs permet d’expliquer la persistance des parasites spécialisés a l'échelle macro-

évolutive.
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Figure 32. PTl et ETI empreintent des voies de signalisation similaires

Le PTI et 'ETI empruntent les mémes voies de signalisation mais les sollicitent d’'une maniére différente, ce qui méne a une
défense modérée dans le cas du PTl et soutenue dans le cas de I'ETI.

Tsuda et Katagiri, Current Opinion in Plant Science, 2010
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5.1. La suppression de I'ETI
Deux mécanismes permettent a un agent pathogene d’échapper a I'ETI : par

délétion/mutation ou répression transcriptionnelle du facteur d’avirulence, ce qui permet
d’éviter la reconnaissance par la plante héte, ou par le développement de nouveaux

facteurs de virulence capables d’interférer avec la mise en place de I'ETI.

5.1.1. La perte du facteur d’avirulence responsable de I'ETI
La perte par délétion d’'un facteur d’avirulence suffit a inhiber I'ETI et restaurer la

virulence (si le facteur d’avirulence n’a pas un role essentiel dans la virulence). Cette
démonstration a été faite expérimentalement sur le systeme lin-M. lini, ou les souches de
champignon portant le géne AvrL567 ne peuvent pas se développer sur les cultivars de
lin porteurs du gene L6, selon la relation R - Avr (Ellis et al., 2007). En effet, une souche
pour laquelle l'expression d’AvrL567 est réprimée par interférence a I’ARN est
redevenue virulente sur les lignées L6, démontrant ainsi la fonction d’avirulence
d’AvrL567 (Lawrence et al., 2009). D’autres genes codants des effecteurs et dont la
délétion a permis de contourner I'ETI ont été identifiés chez C. fulvum (Avr9),
Leptosphaeria maculans (AvrLm1, AvrLm4-7) ou encore Rhynchosoprium secalis (Nip1 ;
Stergiopoulos et De Wit 2009). De fagon notoire, des expériences d’évolution artificielle
de populations bactériennes conduites en laboratoire ont montré qu’en seulement 6
cycles d’infection, les bactéries ont perdu un facteur d’avirulence et sont devenues
virulentes sur un méme hoéte (Pitman et al., 2005). Cette expérience illustre a quel point
les microbes peuvent développer rapidement de nouvelles virulences par la perte de
genes d’avirulence. L’accumulation de mutations pour un effecteur permet d’éviter
I'interaction avec les récepteurs immunitaires, empéchant ainsi la mise en place de I'ETI.
Ce type de mécanisme a également été démontré chez M. lini, ou AvrL567 présente des
signatures d’évolution sous pression de sélection positive (Dodds et al., 2006). La stricte
corrélation entre l'interaction physique AvrL567-L5/L6/L7 en levure et I'induction des
réponses de défense menant a une HR chez le lin tend a démontrer que I'accumulation
de polymorphisme au cours de I'évolution permet d’échapper a la reconnaissance par
les protéines de résistance. De méme chez les oomycetes P. sojae, P. ramorum et H.
arabidopsidis, quasiment les deux tiers des effecteurs de type RXLR présentent des
signatures d’évolution sous pression de sélection au sein de leur domaine C-terminal,
anticipé comme étant le domaine fonctionnel in planta (Win et al., 2007 ; Figure 33).

Comme pour les observations réalisées chez M. lini, la mutation d'un nombre restreint
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Figure 33. Les signatures de pression de sélection positive chez les effecteurs RXLR

Les barres rouges indiquent que les résidus évoluent sous pression de sélection positive (ou diversifiante). Typiquement, les
effecteurs de P. infestans présentent de nombreux résidus avec ces signatures en C-terminal.

Raffaele et Kamoun, Nature Reviews in Microbiology, 2012
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Figure 34. L'évolution de facteurs de virulence supprimant I’'ETI chez les champignons
(A) De gauche a droite: les PAMP de Fusarium déclenchent le PTI chez la tomate. Leffecteur Avr2 inhibe le PTI. La protéine de

résistance 1-2 reconnait Avr2 et déclenche I'ETI. Leffecteur Avrl inhibe I'ETI déclenché par I-2. La protéine de résistance I-1
reconnait Avrl et déclenche I'ETI. (B) L'évolution de nouveaux facteurs de virulence et de nouvelles protéines de résistance peut
étre modélisée sous la forme d'une course aux armements. Dans ce modele, un parasite aquiért un effecteur qui lui confére un
avantage sélectif, entrainant la dispersion de l'alléle dans les populations (trait plein). En réponse, un allele permettant aux
plantes de mieux résister aux parasites porteurs de cet effecteur se disperse a son tour dans les population d'hotes (trait en
pointillés).

Takken et Rep, MPP, 2010 / Terauchi et Yoshida, New Phytologist, 2010
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d’acides aminés au sein de la séquence d’Avr3a de P. infestans permet d’échapper a la
reconnaissance par la protéine de résistance R3a de la pomme de terre (Bos et al.,
2009). D’autre part, un polymorphisme transcriptionnel entrainant I'absence
d’expression d'un facteur d’avirulence donné va permettre d’éviter sa reconnaissance.
Par exemple, Qutob et collaborateurs ont observé qu’un tel polymorphisme s’applique a
Avrla et Avr3a au sein de différentes souches de P. sojae (Qutob et al, 2009). Les
modifications épigénétiques de la chromatine sont connues comme affectant la
régulation des genes, et de maniére intéressante les génes impliqués dans ce mécanisme
évoluent rapidement au sein du génome de P. infestans, conjointement avec les génes
codant des effecteurs (Raffaele et al,, 2010). Chez les bactéries P. syringae pv. tomato,
I'absence de l'expression d’AvrPto et d’AvrPtoB leur permet d’étre virulentes sur les
plants de tomate porteurs du géne de résistance Pto (Kunkeaw et al., 2010). Ainsi, le
polymorphisme transcriptionnel pourrait étre également un mécanisme largement
répandu chez les parasites biotrophes, procaryotes ou eucaryotes, pour contourner 'ETI
et permettre I’évolution de nouvelles virulences. L’observation que, parmi les centaines
d’effecteurs RXLR de P. infestans, seul un tiers est induit lors de la colonisation biotrophe
supporte I'idée de polymorphisme transcriptionnel qui permettrait d’éviter I'ETI, tout en

conservant le gene au sein du génome (Raffaele et Kamoun 2012).

5.1.2 Le gain d’un facteur de virulence supprimant 'ETI
Chez P. syringae pv. tomato, beaucoup d’effecteurs peuvent supprimer 'ETI (Guo et al.,

2009 ; Lindeberg et al., 2012). Cela révele que la suppression de I'ETI est une fonction
importante dans les mécanismes de virulence, puisqu’elle a été retenue au cours de
’évolution. Au sein du pathosysteme tomate-F. oxysporum f. sp. lycopersici, les protéines
de résistance I-2 et I-3 reconnaissent respectivement les effecteurs Avr2 et Avr3, ce qui
déclenche I'ETI et confere la résistance (Takken et Rep 2010). L’effecteur Avrl permet
d’'inhiber 'ETI déclenché par ces deux couples R - Avr, ce qui démontre qu’a 'instar des
bactéries, les champignons ont également développé la capacité d'inhiber I'ETI
(Houterman et al, 2008 ; Figure 34A). Récemment, deux études ont rapporté
'identification des premiers composants des voies de signalisation de I'ETI ciblés par
des effecteurs, ouvrant de nouvelles perspectives pour mieux comprendre la maniere
dont les effecteurs suppriment 'ETI (Heidrich et al., 2011 ; Bhattacherjee et al., 2011).
Ces études ont notamment mis en lumiere le réle central de la protéine EDS1 (enhanced

disease susceptibility 1). En effet, EDS1 interagit avec plusieurs protéines de résistance
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de type NB-LRR, elle est ciblé par plusieurs effecteurs bactériens et joue une role

important dans la mise en place de I'ETI.

5.2. Restauration de I’ETI et évolution des génes de résistance chez les plantes
Le concept de la course aux armements suggere que chaque nouvelle virulence impose

une pression de sélection qui mene a I'évolution d’'une nouvelle résistance et vice-versa
(Figure 34B). Beaucoup d’effecteurs capables de supprimer I'ETI sont également
capables de la déclencher. C’est le cas par exemple d’AvrRpm1 ou AvrRpt2 chez P.
syringae pv. tomato, ou encore d’Avrl chez F. oxysporum f. sp. lycopersici (Lindeberg et
al,, 2012 ; Houterman et al., 2008). Les plantes ont ainsi la capacité de développer de
nouveaux récepteurs capables de reconnaitre des effecteurs de maniere a restaurer
I’ETI. L’augmentation en nombre et la diversification des genes codant des protéines de
résistance chez les plantes semblent étre le mécanisme qui permet l'apparition de
nouvelles résistances. A 'échelle des génomes entiers, les genes NB-LRR ont subi une
forte expansion et diversification au cours de I'évolution (Meyers et al., 2003 ; Yue et al.,
2012). Cela est également vrai pour d’autres récepteurs du systéeme immunitaire
comme les RLP ou les RLK chez arabidopsis (Fritz et al., 2005 ; Lehti-shiu et al., 2009).
De maniere aspécifique, cette expansion est la conséquence de duplications a I’échelle
du génome entier. Par exemple, arabidopsis a subi trois évenements distincts de ce
genre, tandis que la quasi-totalité du génome du peuplier a subi une duplication majeure
il y a environ 65 millions d’années, qui a donné lieu a 'apparition de 8000 nouveaux
genes paralogues (Proost et al., 2011 ; Tuskan et al, 2006). Plus spécifiquement, des
duplications en tandem, vraisemblablement liées a I'activité d’éléments transposables,
permettent de générer de nouveaux genes liés a 'immunité comme les NB-LRR chez le
peuplier (Kohler et al., 2008). D’autre part, des signatures d’évolution sous pression de
sélection positive ont été identifiées au sein des domaines LRR des genes codant les
protéines de résistance MLA chez l'orge, L5 chez le lin ou encore RPP13 chez
arabidopsis (Seeholzer et al, 2010 ; Ravensdale et al., 2011 ; Rose et al., 2004). Ainsi, le
fort polymorphisme observé chez ces génes suggere que l'apparition de nouvelles
capacités de reconnaissance a été favorisée par des mutations. Récemment, deux études
de génomique comparative ont révélé que les genes les plus variables au sein des
populations d’arabidopsis sont ceux codants des NB-LRR, des protéines F-box, des
défensines et des RLK (Gan et al., 2011 ; Cao et al., 2011). Ces observations mettent en

lumiere la diversification des génes de résistance chez les plantes au cours de leur
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évolution. Pour conclure, le nombre élevé de genes codant des protéines de résistance et
leur variabilité au sein des génomes et des populations permet aux plantes de

développer de nouvelles résistances aux parasites.

5.3. Les répertoire d’effecteurs dans la co-évolution plantes-parasites biotrophes
L’évolution vers le mode de vie biotrophe a eu lieu plusieurs fois de maniére convergente

chez les eucaryotes. On observe cependant des propriétés semblables au niveau des
génomes des parasites biotrophes. Certains effecteurs déterminent le spectre d’hétes,
tandis que l'évolution rapide des génomes et notamment des répertoires d’effecteurs

semble étre la clef de la survie des parasites spécialisés a I'échelle macro-évolutive.

5.3.1. Evolution des champignons et oomycétes parasites biotrophes
Au cours de I'évolution des champignons et oomycetes parasites des plantes, le mode de

vie biotrophe est apparu plusieurs fois de maniere convergente (Kemen et Jones 2012 ;
Figure 35). Un modeéle proposé récemment par Spanu décrit la saprotrophie des
microorganismes comme le mode de vie basal a partir duquel certaines especes
évoluent en se spécialisant vers la biotrophie ou la nécrotrophie de maniere définitive
(Spanu 2012 ; Spanu et Kamper 2010 ; Figure 36). Les approches de génomique
comparative ont montré que bien que la biotrophie soit apparue de maniere
convergente au cours de I’évolution, les génomes des organismes biotrophes partagent
certaines propriétés structurales (Spanu 2012). Notamment, I'augmentation de la taille
des génomes ainsi que la perte et I'obtention de nouveaux genes sont les évenements
majeurs associés a I’évolution vers le parasitisme biotrophe (Raffaele et Kamoun 2012).
Par exemple, les ascomycetes agents des mildious (e.g. B. graminis, Golovinomyces
orontii ou Erysiphe pisi) présentent des génomes d’environ 140 Mb, soit 4 fois la taille de
ceux d’espéces nécrotrophes phylogénétiquement proches comme Botrytis spp. ou
Sclerotinia spp. (Spanu et al., 2010). Cette augmentation de taille a été engendrée par
'activité de nombreux éléments transposables qui peuvent représenter plus de la moitié
du génome des parasites biotrophes dans certains cas (Raffaele et Kamoun 2012). Les
biotrophes obligatoires comme les agents des rouilles ou des mildious fongiques, ou
encore les oomycetes H. arabidopsidis et A. laibachii ont généralement perdu les genes
impliqués dans des fonctions telles que l'assimilation de l'azote et du soufre
inorganiques, la dégradation des parois (perte de geénes codant des CAZymes

[carbohydrate active enzymes]) ou encore la production de métabolites secondaires
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Figure 35. Evolution du mode de vie biotrophe chez les agents pathogénes filamenteux des plantes
Straménopiles (en orange) et Opisthocontes (en bleu) ont divergé trés tot durant I'évolution. Ils ont donné respectivement les
oomycetes et les champignons, au sein desquels certaines especes présentent un mode de vie parasitique biotrophe telles que
les agents des rouilles blanches (white rust) et des mildious duveteux (downy mildews) chez les comycétes et agents des mildious
poudreux (powdery mildews) et maladies de rouilles (rusts) chez les champignons. Différents événements évolutifs majeurs sont
notés par des lettres (de a a g) et replacés sur une échelle de temps a gauche débutant avec le dernier ancétre commun des

eucaryotes LECA (last eukaryotic common ancestor).
Kemen et Jones, Trends in Plant Science, 2012
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toxiques pour les plantes (perte des genes codant les polyketide synthases ; Spanu
2012). A T'opposeé, certaines familles de génes encodant des transporteurs d’acides
aminés ou de peptides ou encore des effecteurs candidats sont marquées par des
expansions et des diversifications importantes. A titre d’exemple, le génome de M. larici-
populina présente une taille de 101 Mb, ce qui en fait le plus grand génome de
basidiomycete séquencé jusqu’a présent, et les éléments transposables représentent
prés de 45 % du génome (Duplessis et al., 2011a). Les génes importants pour
'assimilation de 'azote inorganique ont été perdus, tandis qu’un répertoire de plus d'un
millier de genes codants des petites protéines sécrétées (i.e. effecteurs candidats) a été
mis a jour. Enfin, plusieurs familles de transporteurs d’acides aminés et d’oligopeptides

sont sur-représentées.

5.3.2 Mécanismes d’évolution des répertoires d’effecteurs candidats
Les récentes comparaisons de nombreux génomes de plusieurs pathovars de P. syringae

ont permis de révéler combien les répertoires d’effecteurs sont dynamiques et variables
chez cette bactérie (O’Brien et al, 2011 ; Figure 37). La forte plasticité des génomes
bactériens a été suspectée comme étant le moteur principal de la diversification des
répertoires d’effecteurs. De par la taille plus importante des génomes eucaryotes, ce
type d’approche par génomique comparative en est a un stade bien moins avancé chez
les champignons ou les oomycetes. Néanmoins, plusieurs analyses d’espéces proches de
champignons et d’'oomycetes ont été publiées ces deux dernieres années, et toutes ont
rapporté des répertoires d’effecteurs variables évoluant rapidement (Dodds 2010). Par
exemple, la comparaison de génomes d’espéces proches de Phytophthora spp. a révélé
des répertoires d’effecteurs hypervariables (Raffaelle et al, 2010 ; Figure 38). De
maniére tres comparable aux oomycetes, les génomes de U. maydis et S. reilianum
hébergent des zones divergentes enrichies en génes codant des facteurs de virulence
(Schirawski et al., 2010). Dans ces deux cas, les genes d’effecteurs sont présents dans
des zones dynamiques du génome, peu denses en genes mais riches en éléments
transposables. Ces régions évolueraient plus rapidement que le reste du génome et ainsi
favoriseraient la rapide diversification du répertoire d’effecteurs, par des mécanismes
de duplication puis de mutation des genes, mais aussi par modification de leur structure
par insertion ou délétion (Raffaele et Kamoun 2012). Chez le champignon L. maculans,
ces zones dynamiques prennent la forme d’isochores spécifiquement enrichis en AT, ou

les mécanismes d’inactivation des éléments transposables par des mutations RIP
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Raffaele et Kamoun, Nature Reviews in
Microbiology, 2012
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(repeat induced point mutation) semblent favoriser le polymorphisme de séquence et la
diversification des effecteurs (Rouxel et al,, 2011). Trois ascomycetes responsables des
mildious poudreux (les érisiphales) ne présentent quasiment aucun effecteur en
commun parmi des répertoires de plusieurs centaines de membres (Spanu et al., 2010).
De méme, les génomes des basidiomycetes agents de maladies des rouilles M. larici-
populina et P. graminis f. sp. tritici présentent d'importants répertoires d’effecteurs
candidats tres divergents (Duplessis et al, 2011a). Contrairement aux exemples
précédents, aucune structuration génomique particuliere n’a été observée au sein des
génomes permettant d’expliquer une telle diversité de répertoires d’effecteurs
candidats. Tres récemment, la comparaison de trois génomes de M. oryzae a permis
d’observer un nombre important de genes codant des protéines sécrétées de fonction
inconnue interrompus par des éléments transposables (Xue et al, 2012). Un autre
mécanisme permettant de moduler un répertoire d’effecteur est le gain de nouveaux
genes lors de la reproduction sexuée ou par transfert horizontal. Chez Fusarium spp., les
genes codant des facteurs de virulence sont positionnés sur des chromosomes de
virulence mobile, qui peuvent rendre virulente une souche non-virulente par transfert
de ces chromosomes (Ma et al, 2010). Chez M. oryzae, la localisation de certains
effecteurs dans les régions sub-télomériques des chromosomes semble permettre des
événements de perte ou acquisition rapides en réponse a la présence des résistances
dans les cultures (Chuma et al., 2011). Le transfert horizontal de genes codant des
facteurs de virulence est également un mécanisme qui peut permettre a une espece non-
virulente de devenir virulente, comme cela a été démontré avec le transfert du gene
codant ToxA depuis Stagonospora nodurum vers Pyrenophora tritici-repentis (Friesen et
al., 2006). Récemment, il a été observé qu'une part importante du sécrétome de P.
ramorum aurait été acquise par transfert horizontal de génes fongiques, suggérant ainsi
que I'évolution vers le parasitisme chez les oomycetes pourrait avoir été favorisée par
I'incorporation de genes fongiques (Richard et al, 2011). Quelques soient les
meécanismes de diversification des répertoires d’effecteurs a 1'échelle d'un génome, la
reproduction sexuée permet de générer de nouvelles combinaisons d’effecteurs et donc

de favoriser la modularité des répertoires (Schulze-Lefert et Panstruga 2011).

5.4. Les effecteurs qui déterminent le spectre d’hote
Pendant longtemps, la résistance non-hote a été considérée comme reposant sur des

mécanismes non-inductibles, liés a 'inaptitude intrinseque d'un parasite a germer ou a
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pénétrer dans des tissus. Le riz n’est pas un hote pour les champignons des rouilles
comme par exemple Puccinia spp. Or, il a été montré récemment que ces champignons
sont capables de germer, de pénétrer et de différencier plusieurs dizaines d’haustoria au
sein de feuilles de riz (Ayliffe et al, 2011). Cette observation supporte 'idée que les
Puccinia spp. peuvent infecter de maniere importante une plante non-héte et,
considérant l'étendue de certaines infections, former des haustoria fonctionnels et
détourner des nutriments des cellules. On sait aujourd’hui que la résistance non-hote est
déterminée dans certains cas par des mécanismes de défense inductibles (Lipka et al.,
2008). Par exemple, I'effecteur HopQ1-1 de P. syringae pv. tomato déclenche I'ETI chez
I'espéce non-hote Nicotiana benthaminana, et les bactéries n’exprimant plus cet
effecteur peuvent contourner la résistance non-hdte et devenir virulente sur cette plante
(Wei et al.,, 2007). L'effecteur Avr1-CO39 de M. oryzae est reconnu chez le riz par la
protéine de résistance Pi-CO39. La perte d’Avr1-CO39 a vraisemblablement permis a
M. oryzae f. sp. oryzae d’étendre son spectre d’hote depuis le millet vers le riz (Couch et
al., 2002). Ces observations montrent que I'ETI, et par extension les effecteurs, peuvent
étre des déterminants moléculaires de la résistance non-hote et donc du spectre d’héte
d’'un parasite donné. Schulze-Lefert et Panstruga ont récemment proposé un modele
permettant de connecter a 1’échelle moléculaire résistance non-hote, PTI/ETI et
effecteurs, en stipulant que la contribution de I'ETI et du PTI a la résistance non-héte
d’'une plante a un parasite est fonction de la distance phylogénétique entre cette plante
et la plante hote (Figure 39A ; Schulze-Lefert et Panstruga 2011). L'observation que la
probabilité qu'un champignon parasite infecte une plante dans un habitat diminue en
fonction de la distance phylogénétique entre cette plante et son hote supporte ce modele
(Gilbert et Webb 2007). Dans le futur, il sera intéressant de considérer a quel point les
répertoires d’effecteurs déterminent I’évolution des spectres d’hotes d’un parasite, aussi
bien lors de 'expansion du spectre que lors d’'un saut d’hote.

A T'échelle macro-évolutive, les especes de plantes ont une certaine probabilité de
s’éteindre. De fait, un parasite strictement et uniquement adapté a son hote s’éteindrait
simultanément avec lui (Figure 39B ; Raffaele et Kamoun 2012). Le succes évolutif des
parasites adaptés s’explique donc par leur capacité a changer régulierement d’hote par
extension de leur spectre d’hote (ou saut d’hote). La flexibilité des génomes et
notamment celle des répertoires d’effecteurs étant la clef de ces adaptations rapides,

cette hypothese expliquerait la persistance de ces caractéristiques au sein des génomes
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Figure 39. Résistance non-hote et persistance macro-évolutive des parasites

(A) Modéle de la contribution relative de I'ETI et du PTl a la résistance non-héte. Plus la distance évolutive entre I'espéce héte et
I'espéce non-hote est grande, plus la contribution de I'ETI a la résistance non-héte diminue et celle du PTl augmente. (B) A
I’échelle de la macro-évolution, des especes de plantes s'éteignent, mais les parasites adaptés persistent s’ils sont capables de
changer d’hotes fréquemment.

Schulze-Lefert et Panstruga, Trends in Plant Science, 2011 / Raffaele et Kamoun, Nature Reviews in Microbiology, 2012
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de parasites aujourd’hui. De maniere intéressante, la spécialisation sur un nouvel hote
entraine une co-spéciation avec cet hote. Dans le cas des champignons hétérothalliques,
la colonisation d’'un héte par un seul type sexuel nécessite de retourner sur I'héte
d’origine pour la phase de reproduction sexuée (Schulze-Lefert et Panstruga 2011).
Dans le cas de M. larici-populina par exemple, cela implique que le méléze serait 'h6te
d’origine et que le cycle végétatif sur peuplier est la conséquence d'un saut d’hote.
Considérant que les effecteurs déterminent le spectre d’héte, on pourrait s’attendre
dans le cas de M. larici-populina ou les deux hotes sont fortement divergents a des

répertoires d’effecteurs distincts spécifiques a chaque espeéce.
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PARTIE III : L'INTERACTION PEUPLIER - MELAMPSORA LARICI-POPULINA

1. Le peuplier : un arbre d’intérét agronomique et un arbre modele

Le peuplier est une espece endémique en France faisant partie des écosystemes ripariaux. I
est aussi utilisé en populiculture pour la production de bois. Etant un des arbres les plus
faciles a manipuler en laboratoire, il est devenu une espece modele de référence en biologie

forestiere.

1.1. Le genre Populus
Le genre Populus regroupe ce que l'on appelle communément les peupliers et les

trembles. Il constitue avec le genre Salix (les saules) la famille des Salicacées. Les
peupliers sont des espéces a croissance rapide, avec un feuillage caduque a feuilles
simples. IlIs sont dioiques, les fleurs prennent la forme de chatons et leurs graines
cotonneuses sont dispersées par le vent. lls poussent rapidement sur terrain humide,
typiquement au sein des ripisylves sur les continents européen, nord-américain et
asiatique. Au sein du genre Populus, on compte 29 espéces de peupliers, réparties dans
six sections, auxquelles il faut ajouter des hybrides naturels ou résultants de
croisements réalisés par 'homme (Figure 40 ; Eckenwalder 1996). Trois espéces sont
endémiques en France : le peuplier blanc (Populus alba), le peuplier noir (Populus nigra)

et le tremble (Populus tremula).

1.2. La populiculture et le cultivar Beaupré
En volume, le peuplier est la 2¢me essence feuillue récoltée en France, derriere le chéne.

En général, des hybrides interaméricains (par exemple Populus trichocarpa x Populus
deltoides) ou euraméricains (par exemple, P. deltoides x Populus nigra) sont cultivés dans
les peupleraies (Figure 41). Les grumes sont récoltées apres 15-20 ans pour la
production de bois de déroulage utilisable dans I'industrie de la confection de panneaux
de bois, d’emballages légers et de contre-plaqués. L’utilisation du peuplier pour la
production de bois énergie est de plus en plus envisagée, selon des méthodes de culture
en taillis a courtes rotations de cinq a huit années. Au-dela de la production de bois de
chauffage, le peuplier fait actuellement l'objet de recherches pour introduire sa
biomasse dans les processus de production de biocarburants (Rubin 2008;
www.energypoplar.eu). En France, la principale limitation a la populiculture vient des

épidémies annuelles de rouille foliaire. Cette maladie se caractérise par I'apparition de
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family genus  section species hybrid

P. adenopoda
P. alba =
P. gamblei

P. grandidentata

P. guzmanentlensis
P. canescens

Populus — —
P. monticola (INRA 717-1-B4)
P. sieboldii
P. simaroa
P. tremula } P. tremula tremuloides
P. tremuloides (T-89)

P. angustifolia

Populus —
P. balsamifera
P. ciliata
Salicaceae — P. laurifolia
Tacahamaca —— P. simonii
P. suavolens
Salix

P. szechuanica
P. trichocarpa -

F. yunnanensis
— P. Interamericana

P. fremontﬁ (Beaupré)
Aigeiros — P. deltoides ~1 P euramericana/canadensis
(Robusta)

P. nigra .
P. lasiocarpa
Leucoides — P. glauca

P. heterophyla

P. euphratica

Turanga — P ilicifolia
P. pruinosa
Abaso — P. mexicana

Figure 40. Classification du genre Populus

La famille des Salicacées comporte les genre Salix et Populus. Le genre Populus est divisé en 6 sections et 29 espéces. Les
quelques hybrides les plus utilisés en recherche et en populiculture sont représentés.

Adapté de Rigal, thése de doctorat de I'Université de Lorraine, 2010
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Figure 41. La populiculture et la maladie de la rouille foliaire du peuplier

Peupliers plantés dans une peupleraie non-infectée (A) et dans une peupleraie infectée (B) par la maladie de la rouille foliaire. (C)
Peupleraie ayant subie des épidémies répétées de rouille et dont les arbres ont dépéri. (D) Plant de peuplier infecté par la rouille
en pépiniére a Nancy. (E) Urédies de Melampsora larici-populina (symptémes) formées sur une feuille de peuplier (cultivar
Beaupré) apres infection contrélée réalisée au laboratoire.

Adapté de Hacquard, thése de doctorat de I’Université de Lorraine, 2010 / photos P. Frey, J. Pinon, B. Petre.
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pustules orangées sur les feuilles, ce qui confere une couleur rouille aux houppiers
infectés. Les épidémies répétées limitent la croissance des arbres et entrainent de
maniere ultime leur mort. Treize espéces du genre Melampsora infectent le peuplier,
dont seulement trois touchent les peupleraies en France: Melampsora medusae,
Melampsora alli-populina et M. larici-populina (Pinon et Frey 2005 ; Bresson 2011). Les
deux premiéres sont ultra-minoritaires et confinées dans le sud de la France ; M. larici-
populina étant quant a lui responsable de la quasi-totalité des infections sur le territoire.
Toutes les résistances sélectionnées par les améliorateurs et déployées au champ ont
été contournées par le champignon, ce qui fait que presque tous les cultivars plantés
aujourd’hui sont sensibles a M. larici-populina. En effet le statut pérenne des arbres
implique que les résistances qualitatives doivent se maintenir au minimum 20 ans dans
les plantations monoclonales. L’utilisation de clones semblables dans toute la France a
créé une forte pression de sélection contre les résistances des peupliers et a favorisé les
contournements de ces résistances et '’émergence de nouvelles virulences dans les
populations du pathogéene, qui ont des effets dévastateurs sur les cultures. Par exemple,
le cultivar Beaupré (hybride P. trichocarpa x P. deltoides) est porteur de la résistance 7.
Jusqu’a 50 % des peupliers plantés en France dans les années 1990 étaient des cultivars
Beaupré. En 1994, des souches de M. larici-populina porteuses de la virulence 7 (i.e.
contournement de la résistance 7) sont apparues et ont infecté l'ensemble des
peupleraies de France en quelques années, diminuant les rendements des cultivars

Beaupré et rendant leur culture non rentable (Pinon et Frey 2005 ; Xhaard et al., 2012).

1.3. Le peuplier : un arbre modéle
Le peuplier pousse vite, présente une forte diversité d’especes, s’hybride facilement, est

transformable, se propage de maniére végétative et fleurit en quelques années
seulement (Brunner et al., 2004). Ces caractéristiques en ont fait un arbre modele en
laboratoire. En 2006, le génome de P. trichocarpa ‘Nisqually-1’ a été le premier génome
d’arbre séquencé et analysé (Tuskan et al, 2006). La disponibilité de la séquence
génomique, ainsi que les outils bioinformatiques associés tels les portails du Phytozome
(Joint Genome Institute ; département de I'énergie américain) et PopGenie (Sjodin et al.,
2009) ont permis d’accélérer les recherches en génomique fonctionnelle (Yang et al.,
2009). La communauté scientifique s’est concentrée sur des aspects physiologiques
spécifiques au peuplier par rapport aux plantes annuelles modeles comme arabidopsis.

En particulier, les mécanismes développementaux liés au mode de vie pérenne mais

98



Chapitre I

aussi la production de bois et la régulation de la croissance ont été étudiés. L'interaction
du peuplier avec M. larici-populina a servi de pathosysteme modele pour décrire la
régulation des genes de défense lors de la mise en place des mécanismes de résistance
(Rinaldi et al., 2007 ; Duplessis et al, 2009). La comparaison des interactions
incompatible et compatible chez le cultivar Beaupré a notamment permis de dresser des
listes de génes dont l'expression est induite durant la résistance a M. larici-populina,
parmi lesquelles figurent notamment beaucoup de protéines PR, d’enzymes du
métabolisme secondaire ou d’enzymes impliquées dans les mécanismes de régulation
redox (Figure 42). Cela a révélé une forte similarité entre les programmes de défense du
peuplier et des plantes annuelles, bien que certaines spécificités comme I'expression de

la protéine Risp (rust-induced secreted protein) existent (Rinaldi et al., 2007).

2. Les Pucciniales

2.1. Mode de vie et structures d’infection

Les Pucciniales forment un ordre de champignons basidiomycetes d’'une quinzaine de
familles comportant plusieurs milliers d’espéces, qui adoptent un mode de vie
parasitique biotrophe obligatoire. Ils infectent collectivement la plupart des organes
aériens des plantes terrestres, mais chaque espéce présente généralement un spectre
d’héte assez restreint (Voegele et al., 2009). Leur cycle biologique peut étre micro- ou
macro-cyclique et impliquer un deuxieme hote pour la phase de reproduction sexuée.
Les infections qu’ils génerent sont diverses, mais commencent en général par la
germination d'une spore a la surface d’'un organe (une feuille par exemple), suivi de la
pénétration dans les tissus, puis la ramification de nombreux hyphes d’infection qui
invaginent des haustoria dans les cellules hotes (Figure 42). Ces structures servent a
sécréter des effecteurs dans les tissus infectés et a dériver des nutriments de I'hote
(Voegele et al.,, 2009 ; Rafiqi et al., 2012 ; Duplessis et al., 2012). Apres un certain temps,
le champignon envahit completement les tissus et libere des spores en formant des
pustules allant du noir au jaune a la surface des organes infectés. Ces pustules sont les
symptomes des maladies dites des rouilles; les Pucciniales sont communément

appelées ‘rouilles’ ou agents des rouilles.

99



Chapitre I

[l Disease resistance
6 h-pi 24 h-pi 48 h-pi |
' [y
NBS-LRR
R-genes

: : PRs Complete Incompatible
Signalling gg: resistance interaction

MAPKs
TFs

Recognition

S
S
Early fungal e T . Late recognition?
manipulation? Se . i
P % Partial Compatible
Fungal small ) 2 resistance interaction
secreted proteins
24 h-pi
_1_;"
i—':-
/
2-6 h-pi: stomatal penetration 6-96 h-pi: haustorium formation 7 d-pi: uredinia formation, urediniospores release

and mesophyll colonisation

Figure 42. Modele décrivant les réponses de défense du peuplier a Melampsora larici-populina et les
principales étapes d’infection des tissus foliaires

Représentation des interactions incompatible et compatible entre le cultivar Beaupré de peuplier et M. larici-populina. Dans les
deux types d’interaction, en moins de 6 heures post-inoculation (hpi) une spore germe a la surface d’'une feuille et émet un tube
germinatif qui va pénétrer dans la feuille via un stomate suite a la formation d’un appressorium. Avant 24 heures, des hyphes
d’infection et des haustoria sont différenciés in planta. Lors de I'interaction incompatible, la progression du champignon dans les
tissus est stoppée vers 48 hpi, vraisemblablement via une reconnaissance de type R-Avr suivie d’une signalisation et a la mise en
place de réponses de défense impliquant entre autres des protéines PR, des GST (glutathion-S transférases) et la protéine Risp
(rust-induced secreted protein) et une réponse hypersensible hyperlocalisée. Lors d’'une interaction compatible, le champignon
entame une croissance biotrophe continue qui aboutira, 7 jours aprés inoculation, a un trés fort envahissement des tissus
foliaires et a la sporulation. Dans cette situation, des mécanismes menant a une résistance partielle peuvent étre mis en place.
Duplessis et al., Critical Reviews in Plant Science, 2009
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2.2. Maladies des rouilles : symptomes et conséquences sur les cultures
Les Pucciniales causent les maladies des rouilles sur un grand nombre de plantes,

générant des symptomes divers et parfois spectaculaires (Figure 1 et 43). Par exemple,
P. monoica infecte son hote de maniére systémique et modifie completement son

développement en induisant des pseudo-fleurs. D’autres agents modifient les structures
des organes infectés comme Gymnosporangium juniperi-virginianae avec ses formes de
vers orangés sur le cedre, Puccinia urticata et ses pustules sur les orties ou encore
Ravelenia spp. qui génére des structures en forme de boursouflures grises sur les
acacias. Cronartium ribicola cause la rouille vésiculeuse du pin qui se caractérise par des
pustules sur le tronc des arbres, Triphragmium ulmariae et Phragmidium tuberculatum
forment leurs pustules sur les tiges et les nervures respectivement de la reine des prés
et des rosiers. Cependant, les maladies des rouilles touchent majoritairement les feuilles
sur lesquelles elles forment des pustules caractéristiques allant du noir au jaune, qui
peuvent étre isolées (Pileolaria terebinthi, P. pachyrhizi, P. graminis) ou regroupées en
taches de pustules (Hemileia vastatrix, Pucciniosira pallidula). Les maladies des rouilles
touchent de maniere problématique les plantes cultivées par 'homme (Figure 44). Par
exemple, les rouilles jaunes, brunes et noires du blé causées respectivement par P.
striiformis f. sp. tritici, P. triticina et P. graminis f. sp. tritici entralnent des pertes
importantes dans les cultures de blé (Dean et al., 2012). Depuis la fin des années 1990, la
lignée de souches hypervirulentes Ug99 de P. graminis f. sp. tritici se disperse depuis
I'’Afrique de l'est vers le Moyen-Orient et I'Asie. Ces souches infectent la quasi-totalité
des cultivars de blé actuellement utilisés, menacent la production mondiale de blé et par
la méme l'approvisionnement en nourriture de nombreux pays (Singh et al,, 2011).
D’autre part, la production de soja au brésil est limitée par les épidémies du champignon
causant la rouille asiatique P. pachyrhizi (Goellner et al, 2010). Récemment, un
classement des 10 champignons phytopathogenes les plus étudiés au niveau moléculaire
a inclus les trois rouilles du blé ainsi que I'agent de la rouille du lin Melampsora lini, qui
est I'un des modeéles les plus avancés dans le domaine des interactions moléculaires
plantes-parasites (Dean et al, 2012). En outre, quelques autres pathosystémes
impliquant des rouilles sont étudiés au niveau moléculaire comme féverole-U. fabae,

haricot-Uromyces appendiculatus, pin-Cronartium ribicola et caféier-Hemileia vastatrix.
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Figure 43. Les Pucciniales sur leurs hotes

(A) Melampsora larici-populina/peuplier. (B) M. larici-populina/méléze. (C) Melampsora salicinafsaule. (D) Melampsora
pinitorqua/pin. (E) Melampsora ricinus/ricin. (F) Melampsora rostrupii/mercuriale. (G) Gymnosporangium clavariiforme/
aubépine. (H) Gymnosporangium juniperi-virginianae/cédre. (1) Coleosporium tussilanigis/pin. (}) Gymnosporangium sabinae/
poirier. (K) Puccinia graminis/blé. (L) Cumminsiella mirabilissima/mahonia. (M) Pileolaria terebinthi/pistachier térébinthe. (N)
Puccinia urticata/ortie. (O) Hemileia vastatrix/caféier. (P) Phragmidium tuberculatum/rosier. (Q) Cronartium ribicola/pin. (R)
Phakopsora pachyrhizi/soja. (S) Pucciniosira pallidula/herbe a poux. (T) Ravelenia spp./acacia. (U) Triphragmium ulmariae/reine
des pres.

B. Petre / P. Frey / www.pilzfotopage.de / www.asturnatura.com / www.wildaboutbritain.co.uk / www.treesforlife.org /
www.discovermagazine.com / www.wikipedia.com / www.sciencephoto.com / www.fungiworld.com / www.mycologia.net /
www.apsnet.orq / www.photofungi.com / www.fitopatologial.blogspot.fr / www.acacia-world.net Vi
www.champignon.moselle.free.fr.
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Figure 44. Les maladies des rouilles dans les cultures

(A) Parcelles de blé avec des plants susceptibles a différents agents des rouilles au milieu de parcelles avec des plants de blé
résistants. (B) Lignes de plants de soja résistants (a gauche) et sensibles (a droite) a Phakopsora pachyrizhi, agent de la rouille
asiatique du soja. (C) Champs d'avoine résistant (a gauche) et sensible (a droite) a Puccinia coronata.

www.aces.nmsu.eduleaf / www.apsnet.orqg / www.fao.org
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2.3. Le genre Melampsora et Melamspora lini
La famille des Melampsoraceae compte uniquement le genre Melampsora, lui-méme

composé d’environ 90 especes. Notamment, le pathosysteme lin-M. lini a permis de
réaliser des avancées significatives sur les effecteurs des rouilles et des parasites
biotrophes en général (Ellis et al., 2007). Quatre facteurs d’avirulence (AvrL567, AvrM,
AvrP123, AvrP4) ont été identifiés au sein de ce systéme, ainsi que les genes de
résistance correspondants (Tableau 4). A ce jour, les quatre facteurs d’avirulence de M.
lini sont les seuls effecteurs clairement établis chez les rouilles, bien que deux facteurs
d’avirulence semblent avoir été identifiés récemment chez P. graminis (Nirmala et al.,
2010, 2011) . Chez M. lini, 'expression et sécrétion de certains effecteurs par le biais des
haustoria ont été démontrées, de méme que leur capacité a étre internalisé par les
cellules végétales en absence du champignon (Dodds et al., 2004 ; Catanzariti et al., 2006
; Rafiqi et al., 2010, Rafiqi et al., 2012). L’évolution de ces effecteurs sous pression de
sélection positive a été vraisemblablement imposée par I'interaction physique avec leurs
protéines de résistance associées (Dodds et al., 2006, Van Der Merwe et al., 2009 ;
Ravensdale et al,, 2011). Les analyses d’AvrL567 et d’AvrM constituent les premieres
études structure/fonction d’effecteurs de rouilles, qui ont permis entre autres de définir
les zones importantes pour I'internalisation dans les cellules hétes et la reconnaissance
par les protéines de résistance (Wang et al., 2007 ; Catanzariti et al., 2010). Enfin, la
transformation du champignon a permis de démontrer au sein du pathosysteme la
fonction d’avirulence d’AvrL567, et ouvre des perspectives pour I'analyse fonctionnelle
des effecteurs dans ce pathosysteme (Lawrence et al., 2009). A ce jour, RTP1 d’U. fabae
et les quatre facteurs d’avirulence de M. lini sont les seuls effecteurs de Pucciniales
identifiés. Aucune activité de virulence ou d’avirulence n’a été observée pour RTP1, mais
tres récemment une fonction d’inhibiteur de protéase a été proposée (Pretsch et al.,
2012). D’'une maniere générale, aucune fonction de virulence, aucune cible de virulence
et aucune activité biochimique n’a été publiée concernant les effecteurs de rouilles
(Duplessis et al., 2012). Outre M. lini, les Melampsoraceae (et leurs hotes principaux) les
mieux décrits sont M. larici-populina, M. medusae et M. allii-populina (peuplier),
Melampsora ricinus (ricin), Melampsora pinitorqua et Melampsora occidentalis (pin),

Melampsora salicina (saule) et Melampsora epitea (coniferes, saules) (Figure 43).
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3. L’'interaction peuplier-M. larici-populina
Cette sous-partie est constituée d’un article de synthese rédigé en anglais et intitulé ‘The

Poplar-Poplar Rust Interaction: Insights from Genomics and Transcriptomics’
accepté le 28 juin 2011 pour publication dans la revue Journal of Pathogens. Je suis co-
premier auteur de cet article avec Stéphane Hacquard, doctorant ayant réalisé sa these
au sein de 'UMR IAM entre 2007 et 2010 sur I'analyse du sécrétome et du transcriptome
de M. larici-populina. Dans le cadre de cet article, nous avons tenté de dresser un portrait

exhaustif des connaissances actuelles du pathosysteme peuplier-M. larici-populina.
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Article n° 1 : The Poplar-Poplar Rust Interaction: Insights from Genomics and
Transcriptomics

Stéphane Hacquard, Benjamin Petre, Pascal Frey, Arnaud Hecker, Nicolas Rouhier,
Sébastien Duplessis

Article publié le 28 juin 2011 dans la revue ‘Journal of Pathogens’
doi:10.4061/2011/716041

http://www.hindawi.com/journals/jpath/2011/716041/
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Poplars are extensively cultivated worldwide, and their susceptibility to the leaf rust fungus Melampsora larici-populina leads
to considerable damages in plantations. Despite a good knowledge of the poplar rust life cycle, and particularly the epidemics
on poplar, the perennial status of the plant host and the obligate biotrophic lifestyle of the rust fungus are bottlenecks for
molecular investigations. Following the completion of both M. larici-populina and Populus trichocarpa genome sequences, gene
families involved in poplar resistance or in rust fungus virulence were investigated, allowing the identification of key genetic
determinants likely controlling the outcome of the interaction. Specific expansions of resistance and defense-related genes in
poplar indicate probable innovations in perennial species in relation with host-pathogen interactions. The genome of M. Larici-
populina contains a strikingly high number of genes encoding small secreted proteins (SSPs) representing hundreds of candidate
effectors. Transcriptome analyses of interacting partners in compatible and incompatible interactions revealed conserved set of
genes involved in poplar defense reactions as well as timely regulated expression of SSP transcripts during host tissues colonisation.
Ongoing functional studies of selected candidate effectors will be achieved mainly on the basis of recombinant protein purification

and subsequent characterisation.

1. The Populus/Melampsora Interaction

Poplars are fast growing trees naturally present in riparian
forests of the northern hemisphere [1]. Hybrid poplars
are extensively cultivated worldwide for wood production
and have recently received growing attention for bioenergy
research programs [2]. During the last decades, breeders
have generated a collection of hybrid poplars with com-
plete resistances to M. larici-populina. Nevertheless, culture
practices in monoclonal plantations enhanced the rapid
breakdown of selected poplar resistances [1]. Nowadays,
almost all poplar cultivars are susceptible to the rust fungus,
and dramatic damages are observed in plantations [1]. Thus,
M. larici-populina represents the major threat of poplar in
plantations, and it is crucial to identify key determinants
controlling the outcome of the poplar-poplar rust interaction
in order to define new strategies to contain the disease. In

addition, the study of this pathosystem should also provide
new insights into the molecular mechanisms associated with
fungal biotrophy and host resistance in perennial plants.

M. larici-populina is a basidiomycete biotroph pathogen
belonging to the Pucciniales order (Pucciniomycotina, Puc-
ciniomycetes, Pucciniales, Melampsoraceae). This leaf rust
fungus has a complex heteroecious macrocyclic lifestyle; that
is, the biological cycle is completed on two different hosts and
implies five different spore forms (detailed in Figure 1(a)).
In early spring, overwintered diploid teliospores (2n) that
have undergone karyogamy and meiosis in ground decaying
poplar leaves (telial host) produce haploid basidiospores
(n). After dissemination by the wind, these spores achieve
a single infection on larch (aecial host) needles leading
to the production of pycniospores (n). Fusion of opposite
mating types generates aecia and dikaryotic aeciospores
(n+n, sexual phase). These wind-borne spores then infect
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Figure 1: Life cycle of Melampsora larici-populina. (a) Biological macrocyclic heteroecious cycle of M. larici-populina. (b) Vegetative cycle
occurring on poplar leaves and used as a model for molecular investigations of the poplar-poplar rust interaction.
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poplar leaves and differentiate another sporulation structure
called the uredinium, which corresponds to an orange
pustule formed on the abaxial epidermis of mature leaves,
the typical symptom of the disease on poplar trees. Large
amounts of urediniospores (n+n, asexual phase) are released
from uredinia and dispersed over very large distances [3,
4]. Several vegetative infection cycles can be completed on
poplar leaves during spring and summer. In autumn, black
telia pustules containing teliospores (n+n) are produced in
senescent poplar leaves.

Since damages observed in poplar plantations occur
during the asexual development of the rust fungus (detailed
in Figure 1(b)), this specific phase has received attention
from several research groups focusing on different aspects
of the poplar-poplar rust interaction (for review, see [1, 5]).
The major developmental transitions of the fungus (i.e.,
differentiated infection cell types) have been described by
microscopy during colonisation of poplar leaves in con-
trolled experimental conditions [6-9]. First, urediniospores
(n+n) germinate on the abaxial surface of poplar leaves
and produce germ tubes that penetrate through stomata
within the first 6 hours postinoculation (hpi). After 12 hpi,
substomatal vesicles are formed in the spongy mesophyll,
from which infection hyphae extend into the mesophyll
and differentiate the first haustorial structures as soon as
17 hpi [6]. In the case of a compatible interaction, biotrophic
growth goes on and the fungal biomass strongly increases
between 48 and 96 hpi (i.e., >30-fold) [7, 10], forming a
dense network of infection hyphae and haustoria in the
mesophyll nearby primary infection sites [7]. Around seven
days after inoculation (168 hpi), fungal pressure generates a
breach in the abaxial epidermis and leads to the formation
of uredinia releasing newly formed urediniospores at the
surface of the leaves [7, 9]. In the case of an incompatible
interaction, fungal growth is arrested early during the
colonisation process, concomitant with strong plant defense
reactions [6, 7, 10]. Cytological observations revealed a
highly localized hypersensitive response (HR), with collapsed
infected plant cells and accumulation of monolignols around
infection sites after 48 hpi in the incompatible interaction
[6, 7]. At later time points in the compatible interaction,
anthocyanidins, lignin, pectin, and hydrogen peroxide accu-
mulate around infection sites and likely participate in late
defense responses and partial resistance in poplar [5, 8, 11].

In spite of the efforts initiated to describe this pathosys-
tem, the obligate biotrophic status of Melampsora spp.,
the lack of efficient systems for genetic transformation of
hybrid poplars susceptible to the rust fungus, and the long
generation time of poplar all together represent a serious
bottleneck for molecular investigations. Fortunately, recent
advances in tree and fungal genomics have helped in defining
new strategies to facilitate the study of this tree-rust fungus
model pathosystem. Indeed, the genome sequence of the
black cottonwood Populus trichocarpa “Nisqually-1" was the
first tree genome sequenced by the Joint Genome Institute
(JGI, Department of Energy, USA) [12]. As part of a
community-sequencing project aiming to decipher lifestyles
of poplar microbiome, the genome of M. larici-populina
(strain 98AG31) has been sequenced by the JGI along with
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those of symbiotic fungi interacting with poplar roots [13,
14]. The genome sequence of the poplar rust fungus has been
recently released [15].

The availability of both the host and the parasite genome
sequences offers unparalleled opportunities to study gene
families involved in plant defense and pathogen virulence
within an integrated pathosystem [5, 16, 17]. Comparative
genomic studies with other plants and biotrophic fungi or
oomycetes also help to decipher the evolutionary trends
underlying plant-pathogen interactions in perennial plant
species [18]. The access to these reference genomes is
also a great opportunity to perform transcriptome analyses
through the use of whole-genome custom exon oligoarrays
or high-throughput sequencing technologies (RNA-Seq).

2. Learning from the Genomes of Poplar
and M. larici-populina

With the complete genome sequences of P. trichocarpa and
M. larici-populina, performing in silico gene family analyses
is a critical step to decipher expression, evolution, and
biological functions of genes and proteins participating or
regulating a wide variety of mechanisms related to plant
immunity or fungal pathogenesis.

Genome-wide analyses of poplar gene families previously
reported to be related to pathogen response in plants have
been summarized in Table 1, taking as a basis a previous
report by Yang and collaborators in 2009 [16]. Globally,
researches were mostly devoted to the study of functions such
as secondary metabolism associated with plant cell wall and
wood formation, hormone biosynthesis, transcription fac-
tors, signalling pathways, and redox homeostasis (Table 1).
Considering the flow of data available, here we essentially
focus on analyses performed from the standpoint of the
poplar-poplar rust pathosystem. Kohler and collaborators
[19] reported in 2008 the genome-wide analysis of poplar
genes coding for nucleotide-binding leucine-rich repeat
(NB-LRR) proteins, representing a large class of plant
resistance genes (R genes) responsible for pathogen effector
recognition and leading to complete resistance through
effector-triggered immunity in many pathosystems [20, 21].
Approximately 400 NB-LRR genes were identified in the
genome of P. trichocarpa, which is twice larger than NB-
LRR genes reported in Arabidopsis thaliana (402 versus 178,
resp.). The presence of about 500 NB-LRR genes in the
rice genome does not support a specific increase of this
gene family in perennial species [5]; however, the content
in NB-LRR gene classes (TIR-NB-LRR and non-TIR-NB-
LRR) differs between monocot and dicot genomes [19].
Interestingly, many of the poplar NB-LRR genes (more
than 70 according to [22]) are gathered into a supercluster
localized on the chromosome 19, in the neighbourhood
of many transposable elements (retrotransposons). Since
retroelements are known to impact gene family increase
and diversification, it is tempting to hypothesize that this
supercluster is likely a nursery for new poplar R genes
[23]. Recently, the fine mapping of two rust resistance loci
associated with complete resistance and partial resistance to
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TasLE 1: Summary of genome-wide studies conducted on disease-related gene families in poplar.

Gene family analyzed References

Implication in plant defense reactions

References

NB-LRR (nucleotide-binding
leucin-rich repeat)
BED-NB-LRR

(BED family of poplar NB-LRR)
TLPs or PR5 (thaumatin-like
proteins)

Phenylpropanoid metabolism
(secondary metabolism)

CAD

(cinnamyl alcohol dehydrogenase)

Kohler et al. [19]

Kohler et al. [19]
Germain and Séguin [24]

Petre et al. [27]

Tsai et al. [66]
Hamberger et al. [67]

Barakat et al. [69]

YUCCA (auxin biosynthesis) Yeetal. [71]

ARF and Aux/IAA
(auxin-response transcription
factor)

AP2/ERF (Ethylene-response
transcription factors)
R2R3MYB

(transcription factors)

Kalluri et al. [73]

Zhuang et al. [74]

Wilkins et al. [76]

LysM kinase

(signal transduction) Zhang etal. (78]

Gene-for-gene resistance mechanisms,
host-specific resistance (R proteins)
BED domain is a zinc-finger
DNA-binding domain

Antimicrobial and glycan-degrading
activities

Phytoalexin synthesis and cell wall
reinforcement upon pathogen attack
Lignin biosynthesis, cell wall
reinforcement upon pathogen attack

Auxin can promote virulence during
biotrophic infection

Auxin can promote virulence during
biotrophic infection

Regulation of secondary metabolism (in
Response to pathogen attack)

Chitin signaling and fungal resistance

Jones and Dangl [20]
Markljung et al. [64]

Liu et al. [65]

Bednarek and Osbourn [68]
Tronchet et al. [70]

Grant and Jones [72]

Grant and Jones [72]

Regulation of disease resistance pathways Gutterson and Reuber [75]

Mellway et al. [77]

Wan et al. [79]

PLD i Secondary messenger release upon ;

(phospholipase D) Liuetal. [80] pathogen attack Wang [81]
Protease - (Pathogen) protein degradation,

(protein degradation) Garcia-Lormzoiet l, [52] regulation of plant cell death Sclomeonyetal, [83]
F-box Pathogen effector targets for host

(selective degradation of proteins) Tangeval [54]

Kunitz-trypsin inhibitors

(rtease infibition) Major and Constabel [86]

manipulation
Inhibition of pathogen protease and
pathogen-triggered cell death

Block et al. [85]

Lietal. [87]

RBP e Pathogen effector targets for host )

(RNA binding proteins) Peal el [A8] manipulation kit et &l 3]
GST Xenobiotic detoxification and redox ’

(glutathione transferase) Lan.gyel [00] homeostasis Dixon etal. [91]

Grx

(glutaredoxin) Couturier et al. [92]

Redox metabolism and homeostasis
controlling oxidative burst

Roubhier et al, [93]

M. larici-populina was achieved on the peritelomeric end of
the chromosome 19 in the NB-LRR genes supercluster, which
strongly suggests that rust-related R genes belong to the NB-
LRR class [22]. In addition to the coiled-coil (CC) and toll-
interleukine receptor (TIR) NB-LRR classes, a third class of
NB-LRR genes containing a BED finger domain (called BED-
NB-LRR, henceforth called BNL) has also been reported
in the poplar genome [19, 24]. The discovery of the BED
domain was first published in 2000 and was termed BED
finger, after two Drosophila proteins named BEAF and DREF
containing this domain [25]. The BED motif corresponds
to a ubiquitous zinc-finger DNA-binding domain, raising
the possible involvement of such BNL proteins in interac-
tion with DNA and eventually regulation of transcription,
although no evidence for such mechanism has been provided
yet [24]. Upon recognition of a pathogen, plant R proteins
trigger defence response reactions, marked by the strong
induction of pathogenesis-related proteins (PR proteins)
at the transcript and protein levels [26]. Interestingly, in

addition to the large number of R genes, the poplar genome
also contains an expanded gene family encoding thaumatin-
like proteins (TLPs), corresponding to the PR-5 proteins.
This gene family illustrates an overrepresentation of defense-
related genes in poplar compared with annual species with
42 genes identified in P. trichocarpa versus 22 in the A.
thaliana genome sequence [12, 27]. A study conducted
on a total of 600 TLPs retrieved from 100 species in
international databases revealed a cluster of phylogenetically
related TLPs, enriched in poplar and tree sequences, that
might represent a specific innovation in perennial species.
Beyond the dramatic expansion of these defense-related
genes in the poplar genome, diversification and subsequent
sub- or neo-functionalisation likely occurred in poplar TLPs
as exemplified by diversifying selection observed in this
cluster [27, 28]. So far, other PR gene families have not
been explored at the genome-wide scale in poplar, and it
would be interesting to determine whether other expansions
of specific gene family related to plant immunity occurred in
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Melampsora larici-populina
genome sequence

16, 399 genes

Poplar rust genomic features

« Expanded lineage-specific gene families

* Expanded repertoire of SSPs and expanded sets of
oligopeptide and amino acid transporters
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FiGure 2: Roadmap for effectors identification in Melampsora larici-populina.

trees, representing possible innovations in these long-living
species.

The genomic hallmarks reflecting the biotrophic lifestyle
of the rust fungus M. larici-populina were recently uncovered
[15]. Among the 16,399 genes reported in the poplar rust
genome, a strikingly large number of expanding lineage-
specific gene families were identified (909 lineage-specific
gene families among 5,304 in total, corresponding to 5,798
genes). Several expanded gene families were also observed
in the only other Pucciniales genome sequenced so far
(the wheat stem rust Puccinia graminis f. sp. tritici [15]),
including oligopeptide and amino acid transporters. Among
the expanded gene families unique to the poplar rust, 54
(462 genes in total) encode small secreted proteins (SSPs)
that represent putative effectors. In addition, other striking
features of the poplar rust genome include a reduced set
of carbohydrate active enzymes and impaired nitrogen and
sulfur assimilation pathways [15]. The genomes of other
plant biotrophic pathogens revealed striking similarities
with rust fungi genomic hallmarks [29, 30]. A particular
attention was given to the genes encoding SSPs in M. larici-
populina (Figure 2). Indeed, many effector proteins secreted

by biotrophic oomycete and fungal plant pathogens are
SSPs of unknown function and their virulence or avirulence
activities could determine the outcome of the interaction
with the host [20,21, 31, 32]. Consistent with the “arms race”
concept between the plant immune system and pathogen
effectors, SSPs could display accelerated evolution rate
(i.e., positive/diversifying selection) likely to evade plant R
protein-mediated recognition [33, 34]. In M. larici-populina,
the detailed annotation of predicted SSP genes, followed
by expression and adaptive evolution investigations, helped
the identification of candidate rust effectors likely involved
in the molecular cross-talk between the rust fungus and
poplar [17, 35] (Figure 2). A total of 1,184 SSP genes have
been identified and represent 7.2% of the total number
of genes in the M. larici-populina genome [15] (Figure 2).
These genes are organized in 169 gene families (the largest
contains 111 gene members) dispersed in the genome, and
their number supports the current view of fungal effectors
as a redundant and diversified reservoir, contrasting with
restricted effectors repertoire of biotrophic bacteria [36].
Interestingly, although some SSPs display similarities with
effectors previously characterized in related rust species
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such as Melampsora lini (flax rust) and Uromyces fabae
(bean rust), the majority of SSPs reported in M. Larici-
populina (69%) are specific to this rust fungus [15, 17].
Similar observations were made after the analysis of the
genome of the obligate biotrophic fungus Blumeria graminis,
supporting the importance of clade- and lineage-specific
effectors in fungi [29]. A striking feature of M. larici-populina
SSPs is the high content of cysteine residues (63% contain
more than 4 cysteines). Although the function of these
residues in candidate SSP effectors is not known at the
moment, it may be hypothesized that they could have a
structural role through disulfide bond formation, known to
stabilize proteins and enhance resistance to host proteases
[37, 38]. Some of these cysteines reside in a short string of
residues conserved between gene members of several SSP
families ([Y/F/W]xC). Such a motif was also reported in
candidate effectors of the barley powdery mildew B. graminis
and in the wheat rust fungi P. graminis f. sp. tritici and
Puccinia triticina, preferentially in the N-terminal region of
the proteins [29, 39]. Godfrey et al. [39] proposed a possible
involvement of the motif in the translocation of effectors
in host plant cells, similar to the conserved N-terminal
RxLR motif of oomycete effectors [40-42]. However, the
[Y/F/W]xC motif is also detected in the C-terminal region
of some M. larici-populina SSPs and is highly represented
in larger nonsecreted proteins of diverse functions [15];
thus, the exact role of this motif remains to be determined.
Some of the SSPs belonging to gene families were grouped
in clusters of paralogous genes (CPGs) of at least three
and up to 39 members with high levels of similarities [17]
(Hacquard et al., unpublished data). Interestingly, the C-
terminal region of SSPs of some CPGs show significant
evidence of positive selection, which is strongly suggestive
of a diversification of these effector-like gene families upon
interaction with the host, likely to evade recognition. Such
a diversification is a hallmark of biotroph effectors with
avirulence functions [43-47]. Interestingly, some members
of these positively selected CPGs harbour relatively well-
conserved N-terminal secretion peptide as well as K/R-
and D/E-rich regions (Hacquard et al., unpublished data),
reminiscent of the host-cell translocation motifs reported
in some fungal and oomycete effectors [40-42]. These SSPs
represent potential avirulence factor for which biochemical
characterisation is ongoing (Figure 2). Beyond the extensive
description of the repertoire of putative effectors in the
poplar rust fungus genome, such evidence of selection
in paralogs argues for the use of large-scale sequencing
of candidate effector genes across genus and species (i.e.,
isolates with distinct pathotypes) to complete the molecular
landscape of effector diversity.

3. Poplar-Poplar Rust Transcriptomics:
Insights into Plant Defense Reactions and
Stage-Specific Fungal Expression Patterns

While genomic analyses reveal the genetic potential of organ-
isms, transcriptomics allow deciphering the regulatory net-
works controlling the expression of such genetic programs in
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space and in time. In complex biotrophic systems involving
two species, fine-tune genetic reprogramming occurs in both
the host and the parasite to determine the outcome of the
interaction [20, 48]. Indeed, plant host-specific resistance
mechanisms rely on expression of inducible defense genes,
whereas the biotrophic pathogen lifestyle is based on the
temporal and local expression of virulence effectors in infec-
tion structures (i.e., spores, germ-tubes, invasive hyphae,
haustoria).

Transcriptome studies conducted on poplar-poplar rust
interactions revealed the early induction of defense responses
during the incompatible interaction, referred to as complete
or host-specific resistance, whereas a late induction of
defense responses was observed in the case of compatible
interactions and partial resistance 7, 8, 11, 49, 50] (Figure 3).
These studies indicate that defense reactions are governed
by common molecular bases in both perennial and annual
species. Indeed, defense responses in poplar include the
typical set of inducible defense genes such as PR proteins,
GSTs (glutathione S-transferases), and redox homeostasis
enzymes, as well as genes of the phenylpropanoid pathways
[5]. Among the genes induced during host-specific resis-
tance, only a few show no homology with known proteins
and might represent innovations in perennial species [7, 27].
Besides, differences in poplar defense reactions set during
complete and partial resistances are mainly quantitative and
timely regulated [5]. Transcriptome analyses in the model
plant A. thaliana already demonstrated the quantitative
nature of differences between compatible and incompatible
interactions [51]. Thus, poplar and Arabidopsis (and by
extension perennial and annual species) seem to share a con-
served set of genes to actively react upon biotroph pathogen
attacks. This statement is widely applicable regarding global
transcriptome analyses; however, some specificities have
been described. Indeed, phylogenetically related groups of
TLPs are preferentially induced in infected poplar leaves
during partial or complete resistance to the rust fungus
[27]. As specified above, a cluster of eleven TLP genes, so
far unique to perennial species, is induced during partial
resistance of poplar to rust fungi (i.e., at late infection stages
of compatible interactions with Melampsora spp.) [27]. This
regulation pattern contrasts with another clade of poplar
TLPs conserved in all plants and that is mostly induced early
during incompatible poplar-poplar rust interaction [27].

Transcriptome analyses of poplar leaves infected by either
virulent or avirulent strains of M. larici-populina at early
stages of infection (i.e., earlier than 48 hpi) are ongoing to
dissect genetic reprogramming in poplar upon infection by
the rust fungus (Petre et al., unpublished data). Preliminary
results indicate repression of expression of genes coding for
defense-related proteins and secondary metabolism enzymes
at 48 compared to 18 and 24 hpi in the compatible inter-
action. From the “Zig-Zag” model standpoint [20], this
could reflect the effector-triggered susceptibility (ETS) that
promotes fungal virulence by inhibiting the plant PAMP-
triggered immunity (PTI). No more than 10 genes were
induced at this stage of the compatible interaction, including
a dramatically induced sulphate transporter gene (Figure 3).
Such an observation is puzzling since sulphate assimilation
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454-pyrosequencing of R
rust infected poplar leaves
(Petre et al., unpublished)

Populus

Melampsora larici-populina

[52] Duplessis et al

Host manipulation
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FiGUuRre 3: Major transcriptome regulations in a compatible Populus/Melampsora interaction. Triangles represent genetic programs set up
by Populus (top) or M. larici-populina (bottom), and red circles indicate associated biological functions. PTI: PAMP-triggered immunity;
ETS: effector-triggered susceptibility; PR: pathogenesis-related; GSTs: glutathione S-transferases; hpi: hours postinoculation, CAZymes:

carbohydrate-active enzymes, SSPs: small secreted proteins.

pathway seems to be impaired in rust fungi [15]. This
opens interesting perspective to address the role of sulphate
transport, assimilation, and metabolism in rust fungi during
compatible poplar-poplar rust interactions and how it could
impact host metabolism.

M. larici-populina genetic programs triggered during
poplar leaf infection (from urediniospore germination to
uredinia formation on poplar leaves; see Figure 1(b)) have
been recently investigated with whole-genome custom exon
oligoarrays [9, 15, 52]. Interestingly, the set of induced
fungal genes greatly differs during host colonisation with
preferential transcript expression at early time points (24—
48 hpi, haustoria formation), intermediate time points (48—
96 hpi, biotrophic growth), and later stages (96-168 hpi,
biotrophic growth, uredinia formation and sporulation)
(Figure 3). Strikingly, several classes of SSP genes are suc-
cessively expressed all along the infection, from germina-
tion to uredinia formation, suggesting that distinct sets of
effectors are expressed to set up, promote, and maintain
fungal biotrophy [52]. SSP expression during urediniospore
germination or at early stages of infection (i.e., 24-48 hpi)
supports an early manipulation of the plant defense system
by the fungus in order to promote virulence (Figure 3).
In contrast, transcripts encoding proteases and transporters
were preferentially induced at 96 hpi when the fungus has
already formed many haustoria in host cells, supporting
the uptake of host resources and nutrients by the fungal
structures as previously reported for the bean rust fun-
gus U. fabae (see [53] for a complete review). At later
stages of infection, the induction of transcripts encoding

various lipases and carbohydrate active enzymes (CAZymes)
was observed concomitantly with uredinia formation (96—
168 hpi) reflecting a potential switch in lipid metabolism
during the sporulation process [52] (Figure 3). Quite inter-
estingly, four genes encoding SSPs belonging to the same
gene family (M. lini HESP-417 homologs) were expressed at
different infection stages, and their expression profiles were
confirmed by RT-qPCR [52]. This result suggests that waves
of expression of SSP genes could likely contribute to the
turnover/renewal of SSPs at the interface with the host or
inside host cells during the biotrophic interaction.

In transcriptomic studies of biotrophic interactions, iso-
lation of transcripts from infected tissues does not give access
to specific patterns of gene expression in distinct pathogenic
structures. The purification of haustoria from rust-infected
bean leaves has paved the way for the molecular analysis of
these fungal cell types that play a key role in the establishment
of obligate biotrophy. Such an approach has allowed the
sequencing of haustoria-specific cDNA and the identification
of genes expressed in these infection structures [53-56]. This
approach was successfully used to identify several candidate
effectors in haustorially expressed secreted proteins (HESPs)
of the model rust fungus M. lini [57], including several
avirulence genes. However, specific in planta gene expression
in other cell types (ie., infection hyphae, sporogenous
hyphae) was not assessed so far in rust fungi. Isolation
of biotrophic infection hyphae from Colletotrichum higgin-
sianum was successfully applied to Arabidopsis infected leaves
for transcriptome analysis [58], and rust infection hyphae
and derived infection structures were obtained artificially for
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the bean rust fungus U. fabae (see [53] for details). The use
of laser capture microdissection (LCM) was a major break-
through to dissect the genetic programs related to biotrophy
and sporulation at a late stage of rust infection (168 hpi),
whereas various fungal structures are formed in planta [9].
LCM allowed the successful isolation of infected mesophyll
tissues containing infection hyphae and haustoria, as well as
uredinia containing sporogenous hyphae and newly formed
urediniospores for downstream expression analysis using
M. larici-populina whole-genome custom exon oligoarrays
[9]. Strikingly, among the most highly induced transcripts
detected in fungal biotrophic structures in the LCM-isolated
palisade mesophyll (>100-fold induction compared to LCM-
isolated uredinia), almost all encode SSPs. This unexpected
high number of candidate effectors expressed at this late
stage of rust infection might be essential for the maintenance
of biotrophy during uredinia formation and sporulation.
Preventing structures like haustoria from host detection
in photosynthetically active mesophyll might be crucial to
preserve the capability of the rust fungus to extract nutrients
from the plant toward sporulating structures. Indeed, in
nature, sporulation structures are maintained in infected
leaves and can produce thousands of urediniospores over
several weeks. Transcripts induced in LCM-isolated uredinia
are more diverse and include several cell-cycle- and cell-
rescue-related transcripts [9]. The induction of cell cycle
transcripts is supportive of the intense cell division activity
observed in the microdissected sporulation area, while cell-
rescue- and defense-related transcripts might reflect an active
defense from the rust fungus in response to the late activation
of poplar reactions such as oxidative burst or expression
of defense genes reported in compatible poplar-poplar
rust interactions [5, 8] (Figure 3). Interestingly, transcripts
accumulated in the sporulation area were predominantly
detected in resting urediniospores and at 168 hpi in the time-
course expression study [52]. In contrast, genes induced in
the microdissected-infected mesophyll and encoding SSPs
were predominantly expressed at 96 hpi during the time-
course infection, at a stage that only consists in haustoria
and infection hyphae [52]. Such observations support a
transcriptional switch between different fungal cell types in
infected plant tissues at the stage of uredinia formation and
sporulation.

The combination of tools like transcriptomics and LCM
clearly demonstrates that a deeper and comprehensive view
of rust fungi genetics can be gained from the study of in
planta infection structures. Future directions will concern
the identification of the fungal determinants that control the
switch leading to uredinia formation in the host and the
molecular bases controlling biotrophy.

4. Toward Candidate Effector Characterisation:
The Need for Functional Approaches

Combination of genome and transcriptome analyses led to
the definition of a very large repertoire of candidate M.
larici-populina effectors [15, 17]. Ongoing studies based on
high-throughput genome and transcriptome sequencing of
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additional poplar rust isolates with defined pathotypes will
complete and precise the list of candidate effectors. Thus,
the step defined as “effector discovery” by Alfano [59] is
rather advanced and almost complete, with an exhaustive
inventory of putative effectors for this rust fungal pathogen.
The next step will consist in the characterisation of effector
virulence/avirulence functions (Figure 2). These functional
investigations will be based on the heterologous expression
of candidate effector coding sequences in Escherichia coli
or other production systems for subsequent purification of
recombinant proteins. Protein expression patterns, subcellu-
lar localisation, biochemical features analyses, and resolution
of tridimensional structures as well as protein-protein inter-
action assays will help to address major questions concerning
the role(s) of the highly diverse and redundant set of
SSP genes in virulence and biotrophy. Are some effectors
translocated into host cells? How do cytoplasmic effectors
enter host cells? Where do they localize and is this localisation
dynamic upon infection? What are the targets or interactors
of fungal effectors in host cells and how do they interact?
In order to have an accurate vision of effector functions,
putative effector targets should be analyzed in a similar way
[59]. Beyond in vitro analyses, in vivo experiments are also
required to validate the effector actions on the host. Many
efforts are currently underway to establish assays for genetic
transformation in poplar and/or in Melampsora to study
in vivo the function of genes involved in the poplar-poplar
rust interaction. Characterisation of virulence function of
M. larici-populina effectors using a bacterial-based protein
injection system in Arabidopsis is currently in development
(H. Germain and A. Séguin, personal communication). In
this system, bacterial growth inside plant leaves is used as a
reporter of effector-triggered plant defense inhibition [60].
In addition, transient expression assays of effector proteins in
poplar leaves could lead to the characterisation of avirulence
functions reported by localized hypersensitive response.
Molecular analyses of the flax-flax rust pathosystem repre-
sent the most advanced rust pathosystem in the field [57,
61-63] and is inspiring to set strategies toward functional
characterisation of poplar rust effectors and avirulence genes.
The large range of hybrid poplars harbouring up to eight
complete resistances constitutes a robust basis for such future
screening experiments.

Acknowledgments

The authors would like to warmly thank all our colleagues
at the Tree/Microbe Interactions Joint Unit at INRA and
Nancy University for fruitful collaborations in the past
years and numerous discussions on the concept of fun-
gal effectors in tree-fungi interactions, particularly Francis
Martin, Annegret Kohler, Emilie Tisserant, Valérie Legué,
Claire Veneault-Fourrey, and Christine Delaruelle, who
contributed to the recent poplar-poplar rust genomics and
transcriptomics studies. They would like to also thank David
Joly (currently postdoc in the Bakkeren lab, University of
British Columbia, Canada) for his efforts in the annotation
of M. larici-populina candidate effectors and Yao-Cheng

115



Journal of Pathogens

Lin (postdoc at the Ghent VIB, Belgium) for the amazing
amount of time dedicated to the analysis of the Melampsora
genome. The authors also acknowledge their collaborators
Armand Séguin and Hugo Germain at the Canadian Forest
Service (Québec, Canada) for ongoing development of
poplar rust effectors functional assays. Finally, the sequenc-
ing and annotation teams at the JGI are acknowledged for
their everyday efforts in producing fungal genome sequences
of such good quality. S. Hacquard and B. Petre contributed
equally to this work.

References

[1] J. Pinon and P. Frey, “Interactions between poplar clones and
Melampsora populations and their implications for breeding
for durable resistance,” in Rust Diseases of Willow and Poplar,
M. H. Pei and A. R. McCracken, Eds., pp. 139-154, CAB
International, Wallingford, UK, 2005.

[2] E. M. Rubin, “Genomics of cellulosic biofuels,” Nature, vol.

454, no. 7206, pp. 841-845, 2008.

S. Nagarajan and D. V. Singh, “Long-distance dispersion of

rust pathogens,” Annual Review of Phytopathology, vol. 28, pp.

139-153, 1990.

B. Barres, F. Halkett, C. Dutech, A. Andrieux, J. Pinon, and P.

Frey, “Genetic structure of the poplar rust ﬁmgus Melampsora

larici-populina: evidence for isolation by distance in Europe

and recent founder effects overseas,” Infection, Genetics and

Evolution, vol. 8, no. 5, pp. 577-587, 2008.

[5] S. Duplessis, I. T. Major, F. Martin, and A. Séguin, “Poplar
and pathogen interactions: insights from populus genome-
wide analyses of resistance and defense gene families and gene
expression profiling,” Critical Reviews in Plant Sciences, vol. 28,
no. 5, pp. 309-334, 2009.

[6] F. Laurans and G. Pilate, “Histological aspects of a hyper-

sensitive response in poplar to Melampsora larici-populina,”

Phytopathology, vol. 89, no. 3, pp. 233-238, 1999.

C. Rinaldi, A. Kohler, P. Frey et al., “Transcript profiling of

poplar leaves upon infection with compatible and incompati-

ble strains of the foliar rust Melampsora larici-populina,” Plant

Physiology, vol. 144, no. 1, pp. 347-366, 2007.

B. Boyle, V. Levée, L. P. Hamel, M. C. Nicole, and A. Séguin,

“Molecular and histochemical characterisation of two distinct

poplar Melampsora leaf rust pathosystems,” Plant Biology, vol.

12, no. 2, pp. 364-376, 2010.

S. Hacquard, C. Delaruelle, V. Legué et al., “Laser capture

microdissection of uredinia formed by Melampsora larici-

populina revealed a transcriptional switch between biotrophy
and sporulation,” Molecular Plant-Microbe Interactions, vol.

23, no. 10, pp. 1275-1286, 2010.

[10] S. Hacquard, C. Veneault-Fourrey, C. Delaruelle, P. Frey, E
Martin, and S. Duplessis, “Validation of Melampsora larici-
populina reference genes for in planta RT-quantitative PCR
expression profiling during time-course infection of poplar
leaves,” Physiological and Molecular Plant Pathology, vol. 75,
no. 3, pp. 106-112, 2011.

[11] M. Miranda, S. G. Ralph, R. Mellway et al., “The tran-
scriptional response of hybrid poplar (Populus trichocarpa x
P. deltoides) to infection by Melampsora medusae leaf rust
involves induction of flavonoid pathway genes leading to the

accumulation of proanthocyanidins,” Molecular Plant-Microbe
Interactions, vol. 20, no. 7, pp. 816831, 2007.

(3

|4

[7

o0

[9

Chapitre I

[12] G. A. Tuskan, S. DiFazio, S. Jansson et al., “The genome
of black cottonwood, Populus trichocarpa (Torr. & Gray),”
Science, vol. 313, no. 5793, pp. 1596-1604, 2006.

[13] F Martin, A. Aerts, D. Ahrén et al., “The genome of Laccaria
bicolor provides insights into mycorrhizal symbiosis,” Nature,
vol. 452, no. 7183, pp. 88-92, 2008.

[14] E Martin, V. Gianinazzi-Pearson, M. Hijri et al., “The long
hard road to a completed Glomus intraradices genome,” New
Phytologist, vol. 180, no. 4, pp. 747-750, 2008.

[15] S. Duplessis, C. A. Cuomo, Y. C. Lin et al., “Obligate biotrophy
features unraveled by the genomic analysis of rust fungi,”
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, vol. 108, no. 22, pp. 9166-9171, 2011.

[16] X. Yang, U. C. Kalluri, S. P. DiFazio et al., “Poplar genomics:
state of the science,” Critical Reviews in Plant Sciences, vol. 28,
no. 5, pp. 285-308, 2009.

[17] D. L. Joly, S. Hacquard, N. Feau et al., “Chasing effectors in
the secretome of Melampsora larici-populina,” in Biology of
Plant-Microbe Interactions, H. Antoun, T. Avis, L. Brisson, D.
Prévost, and M. Trepanier, Eds., vol. 7, International Society
for Molecular Plant-Microbe Interactions, St. Paul, MN, USA,
2010, Paper 77.

[18] A. H. Paterson, M. Freeling, H. Tang, and X. Wang, “Insights
from the comparison of plant genome sequences,” Annual
Review of Plant Biology, vol. 61, pp. 349-372, 2010.

[19] A. Kohler, C. Rinaldi, S. Duplessis et al., “Genome-wide
identification of NBS resistance genes in Populus trichocarpa,”
Plant Molecular Biofogy, vol. 66, no. 6, pp. 619-636, 2008.

[20] J. D. Jones and J. L. Dangl, “The plant immune system,”
Nature, vol. 444, no. 7117, pp. 323-329, 2006.

[21] P. N. Dodds and J. P. Rathjen, “Plant immunity: towards
an integrated view of plant-pathogen interactions,” Nature
Reviews Genetics, vol. 11, no. 8, pp. 539-548, 2010.

[22] A. Bresson, V. Jorge, A. Dowkiw et al,, “Qualitative and
quantitative resistances to leaf rust finaly mapped within
two nucleotide-binding site leucine-rich repeat (NBS-LRR)-
rich genomic regions of chromosome 19 in poplar,” New
Phytologist, vol. 192, no. 1, pp. 151-163, 2011.

[23] R. W. Innes, C. Ameline-Torregrosa, T. Ashfield et al., “Dif-
ferential accumulation of retroelements and diversification
of NB-LRR disease resistance genes in duplicated regions
following polyploidy in the ancestor of soybean,” Plant
Physiology, vol. 148, no. 4, pp. 1740-1759, 2008.

[24] H. Germain and A. Séguin, “Innate immunity: has poplar
made its BED?” New Phytologist, vol. 189, no. 3, pp. 678-687,
2011.

[25] L. Aravind, “The BED finger, a novel DNA-binding domain
in chromatin-boundary-element-binding proteins and trans-
posascs,” Trends in Biochemical Sciences, vol. 25, no. 9, pp. 421-
423, 2000.

[26] L. C.van Loon, M. Rep, and C. M. ]. Pieterse, “Significance of
inducible defense-related proteins in infected plants,” Annual
Review of Phytopathology, vol. 44, pp. 135-162, 2006,

[27] B. Petre, I. Major, N. Rouhier, and S. Duplessis, “Genome-
wide analysis of eukaryote thaumatin-like proteins (TLPs)
with an emphasis on poplar,” BMC Plant Biology, vol. 11,
article 33, 2011.

[28] J. P. Zhao and X. H. Su, “Patterns of molecular evolution
and predicted function in thaumatin-like proteins of Populus
trichocarpa,” Planta, vol. 232, no. 4, pp. 949-962, 2010.

[29] P. D. Spanu, J. C. Abbott, J. Amselem et al, “Genome
expansion and gene loss in powdery mildew fungi reveal
tradeoffs in extreme parasitism,” Science, vol. 330, no. 6010,
pp. 15431546, 2010.

116



10

(30]

(31]

(32]

(33]

[34]

(35]

(36]

[37]

(38]

(39]

[40]

(41]

[42]

(43]

(44]

[45]

[46]

(47]

Chapitre I

L. Baxter, S. Tripathy, N. Ishaque et al., “Signatures of adapta-
tion to obligate biotrophy in the Hyaloperonospora arabidop-
sidis genome,” Science, vol. 330, no. 6010, pp. 1549-1551, 2010.
I. Stergiopoulos and P. J. De Wit, “Fungal effector proteins,”
Annual Review of Phytopathology, vol. 47, pp. 233-263, 2009.
B. M. Tyler, “Entering and breaking: virulence effector pro-
teins of oomycete plant pathogens,” Cellular Microbiology, vol.
11, no. 1, pp. 13-20, 2009.

G. Aguileta, G. Refrégier, R. Yockteng, E. Fournier, and T.
Giraud, “Rapidly evolving genes in pathogens: methods for
detecting positive selection and examples among fungi, bac-
teria, viruses and protists,” Infection, Genetics and Evolution,
vol. 9, no. 4, pp. 656-670, 2009.

R. Terauchi and K. Yoshida, “Towards population genomics of
effector-effector target interactions,” New Phytologist, vol. 187,
no. 4, pp. 929-939, 2010.

D. L. Joly, N. Feau, P. Tanguay, and R. C. Hamelin, “Com-
parative analysis of secreted protein evolution using expressed
sequence tags from four poplar leaf rusts (Melampsora spp.),”
BMC Genomics, vol. 11, no. 1, article 422, 2010.

D. ). Schneider and A. Collmer, “Studying plant-pathogen
interactions in the genomics era: beyond molecular Koch’s
postulates to systems biology,” Annual Review of Phytopathol-
ogy, vol. 48, pp. 457-479, 2010.

M. Rep, “Small proteins of plant-pathogenic fungi secreted
during host colonization,” FEMS Microbiology Letters, vol. 253,
no. 1, pp. 19-27, 2005.

S. Kamoun, “A catalogue of the effector secretome of plant
pathogenic oomycetes,” Annual Review of Phytopathology, vol.
44, pp. 41-60, 2006.

D. Godfrey, H. Béhlenius, C. Pedersen, Z. Zhang, ]
Emmersen, and H. Thordal-Christensen, “Powdery mildew
fungal effector candidates share N-terminal Y/F/WxC-motif,”
BMC Genomics, vol. 11, no. 1, article 317, 2010.

S. C. Whisson, P. C. Boevink, L. Moleleki et al., “A transloca-
tion signal for delivery of oomycete effector proteins into host
plant cells,” Nature, vol. 450, no. 7166, pp. 115-118, 2007.

R. H. Y. Jiang, S. Tripathy, E. Govers, and B. M. Tyler, “RXLR
effector reservoir in two Phytophthora species is dominated
by a single rapidly evolving superfamily with more than 700
members,” Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, vol. 105, no. 12, pp. 4874-4879,
2008.

S. D. Kale, B. Gu, D. G. Capelluto et al., “External lipid PI3P
mediates entry of eukaryotic pathogen effectors into plant and
animal host cells,” Cell, vol. 142, no. 2, pp. 284295, 2010.

J. Win, W. Morgan, ]. Bos et al., “Adaptive evolution has
targeted the C-terminal domain of the RXLR effectors of plant
pathogenic oomycetes,” The Plant Cell, vol. 19, no. 8, pp. 2349—
2369, 2007.

M. M. Van Der Merwe, M. W. Kinnear, L. G. Barrett et
al., “Positive selection in AvrP4 avirulence gene homologues
across the genus Melampsora,” Proceedings of the Royal Society
B, vol. 276, no. 1669, pp. 2913-2922, 2009.

R. L. Allen, P. D. Bittner-Eddy, L. ]. Grenville-Briggs et al.,
“Host-parasite coevolutionary conflict between Arabidopsis
and downy mildew,” Science, vol. 306, no. 5703, pp. 1957—
1960, 2004.

A. P. Rehmany, A. Gordon, L. E. Rose et al., “Differential
recognition of highly divergent downy mildew avirulence gene
alleles by RPPI resistance genes from two Arabidopsis lines,”
The Plant Cell, vol. 17, no. 6, pp. 1839-1850, 2005.

L. G. Barrett, P. H. Thrall, P. N. Dodds et al., “Diversity and
evolution of effector loci in natural populations of the plant

(48]

[49]

[50]

(51]

(52]

(53]

[54]

[55]

(56]

(57)

(58]

(59]

[60]

[61]

(62]

Journal of Pathogens

pathogen Melampsora lini,” Molecular Biology and Evolution,
vol. 26, no. 11, pp- 2499-2513, 2009.

M. Both, M. Csukai, M. P. Stumpf, and P. D. Spanu, “Gene
expression profiles of Blumeria graminis indicate dynamic
changes to primary metabolism during development of an
obligate biotrophic pathogen,” The Plant Cell, vol. 17, no. 7,
pp. 21072122, 2005.

A. Azaiez, B. Boyle, V. Levée, and A. Séguin, “Transcrip-
tome profiling in hybrid poplar following interactions with
Melampsora rust fungi,” Molecular Plant-Microbe Interactions,
vol. 22, no. 2, pp. 190-200, 2009.

V. Levée, I. Major, C. Levasseur, L. Tremblay, J. MacKay, and
A. Séguin, “Expression profiling and functional analysis of
Populus WRKY23 reveals a regulatory role in defense,” New
Phytologist, vol. 184, no. 1, pp. 48-70, 2009.

Y. Tao, Z. Xie, W. Chen et al., “Quantitative nature of Ara-
bidopsis responses during compatible and incompatible inter-
actions with the bacterial pathogen Pseudomonas syringae,”
The Plant Cell, vol. 15, no. 2, pp. 317-330, 2003.

S. Duplessis, S. Hacquard, C. Delaruelle et al., “Melamp—
sora larici-populina transcript profiling during germination
and time-course infection of poplar leaves reveals dynamic
expression patterns associated with virulence and biotrophy,”
Molecular Plant-Microbe Interactions, vol. 24, no. 7, pp. 808—
818, 2011.

R. T. Voegele, M. Hahn, and K. Mendgen, “The uredi-
nales: cytology, biochemistry, and molecular biology,” in The
Mpycota, H. B. Deising, Ed., vol. 5 of Plant Relationships, pp.
69-98, Springer, Berlin, Germany, 2009.

M. Hahn and K. Mendgen, “Isolation by ConA binding of
haustoria from different rust fungi and comparison of their
surface qualities,” Protoplasma, vol. 170, no. 3-4, pp. 95-103,
1992.

M. Hahn and K. Mendgen, “Characterization of in planta-
induced rust genes isolated from a haustorium-specific cDNA
library,” Molecular Plant-Microbe Interactions, vol. 10, no. 4,
pp. 427-437, 1997.

A. M. Catanzariti, R. Mago, J. Ellis, and P. Dodds, “Construct-
ing haustorium-specific ¢cDNA libraries from rust fungi,”
Methods in Molecular Biology, vol. 712, pp. 79-87, 2011,

A. M. Catanzariti, P. N. Dodds, G. J. Lawrence, M. A. Ay]iFfE,
and J. G. Ellis, “Haustorially expressed secreted proteins from
flax rust are highly enriched for avirulence elicitors,” The Plant
Cell, vol. 18, no. 1, pp. 243-256, 2006.

H. Takahara, A. Dolf, E. Endl, and R. O’Connell, “Flow cyto-
metric purification of Colletotrichum higginsianum biotrophic
hyphae from Arabidopsis leaves for stage-specific transcrip-
tome analysis,” Plant Journal, vol. 59, no. 4, pp. 672—683, 2009.
J. R. Alfano, “Roadmap for future research on plant pathogen
effectors,” Molecular Plant Pathology, vol. 10, no. 6, pp. 805—
813, 2009.

K. H. Sohn, R. Lei, A. Nemri, and J. D. G. Jones, “The downy
mildew effector proteins ATR1 and ATR13 promote disease
susceptibility in Arabidopsis thaliana,” The Plant Cell, vol. 19,
no. 12, pp. 4077-4090, 2007.

P. N. Dodds, G. J. Lawrence, A. M. Catanzariti, M. A. Ayliffe,
and ]. G. Ellis, “The Melampsora lini AvrL567 avirulence genes
are expressed in haustoria and their products are recognized
inside plant cells,” The Plant Cell, vol. 16, no. 3, pp. 755-768,
2004.

M. Rafiqi, P. H. P. Gan, M. Ravensdale et al., “Internalization
of flax rust avirulence proteins into flax and tobacco cells can
occur in the absence of the pathogen,” The Plant Cell, vol. 22,
no. 6, pp. 2017-2032, 2010.

117



Journal of Pathogens

[63] M. Bernoux, T. Ve, S. Williams et al., “Structural and func-
tional analysis of a plant resistance protein TIR domain reveals
interfaces for self-association, signaling, and autoregulation,”
Cell Host & Microbe, vol. 9, no. 3, pp. 200-211, 2011.

[64] E. Markljung, L. Jiang, ]. D. Jaffe et al., “ZBED6, a novel
transcription factor derived from a domesticated DNA trans-
posaon regulates IGF2 expression and muscle growth," Plos
Biology, vol. 7, no. 12, Article ID ¢1000256, 2009.

[65] J. Liu, R. Sturrock, and A. K. M. Ekramoddoullah, “The super-
family of thaumatin-like proteins: its origin, evolution, and
expression towards biological function,” Plant Cell Reports,
vol. 29, no. 5, pp. 419-436, 2010.

[66] C. Tsai, S. A. Harding, T. ]. Tschaplinski, R. L. Lindroth,
and Y. Yuan, “Genome-wide analysis of the structural genes
regulating defense phenylpropanoid metabolism in Populus,”
New Phytologist, vol. 172, no. 1, pp. 47-62, 2006.

[67] B. Hamberger, M. Ellis, M. Friedmann, C. Azevedo Souza,
B. Barbazuk, and C. ]. Douglas, “Genome-wide analyses
of phenylpropanoid-related genes in Populus trichocarpa,
Arabidopsis thaliana, and Oryza sativa: the Populus lignin
toolbox and conservation and diversification of angiosperm
gene families,” Canadian Journal of Botany, vol. 85, no. 12, pp.
1182-1201, 2007.

[68] P. Bednarek and A. Osbourn, “Plant-microbe interactions:
chemical diversity in plant defense,” Science, vol. 324, no. 5928,
pp- 746748, 2009.

[69] A. Barakat, P. K. Wall, S. DiLoreto, C. W. dePamphilis, and
]. E. Carlson, “Conservation and divergence of microRNAs in
Populus,” BMC Genomics, vol. 8, article 481, 2007.

[70] M. Tronchet, C. Balagué, T. Kroj, L. Jouanin, and D. Roby,
“Cinnamyl alcohol dehydrogenases-C and D, key enzymes in
lignin biosynthesis, play an essential role in disease resistance
in Arabidopsis,” Molecular Plant Pathology, vol. 11, no. 1, pp.
83-92, 2010.

[71] X.Ye, B. G. Kang, L. D. Osburn, Y. Li, and Z. M. Cheng, “Iden-
tification of the flavin-dependent monooxygenase-encoding
YUCCA gene family in Populus trichocarpa and their expres-
sion in vegetative tissues and in response to hormone and
environmental stresses,” Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
vol. 97, no. 3, pp. 271-283, 2009.

[72] M. R. Grant and J. D. G. Jones, “Hormone (dis)harmony
moulds plant health and disease,” Science, vol. 324, no. 5928,
pp. 750752, 2009.

[73] U. C. Kalluri, S. P. Difazio, A. M. Brunner, and G. A. Tuskan,
“Genome-wide analysis of Aux/IAA and ARF gene families in
Populus trichocarpa," BMC Plant Biology, vol. 7, article 59,
2007.

[74] J. Zhuang, B. Cai, R. H. Peng et al., “Genome-wide analysis of
the AP2/ERF gene family in Populus trichocarpa,” Biochemical
and Biophysical Research Communications, vol. 371, no. 3, pp.
468-474,2008.

[75] N. Gutterson and T. L. Reuber, “Regulation of disease resis-
tance pathways by AP2/ERF transcription factors,” Current
Opinion in Plant Biology, vol. 7, no. 4, pp. 465-471, 2004.

[76] O. Wilkins, H. Nahal, ]J. Foong, N. J. Provart, and M. M.
Campbell, “Expansion and diversification of the Populus
R2R3-MYB family of transcription factors,” Plant Physiology,
vol. 149, no. 2, pp. 981-993, 2009.

[77] R.D. Mellway, L. T. Tran, M. B. Prouse, M. M. Campbell, and
C. P. Constabel, “The wound-, pathogen-, and ultraviolet B-
responsive MYB134 gene encodes an R2R3 MYB transcription
factor that regulates proanthocyanidin synthesis in poplar,”
Plant Physiology, vol. 150, no. 2, pp. 924-941, 2009.

Chapitre I

11

[78] X. C. Zhang, X. Wu, S. Findley et al., “Molecular evolution
of lysin motif-type receptor-like kinases in plants,” Plant
Physiology, vol. 144, no. 2, pp. 623-636, 2007.

[79] J. Wan, X. Zhang, D. Neece et al., “A LysM receptor-like kinase
plays a critical role in chitin signaling and fungal resistance in
Arabidopsis,” The Plant Cell, vol. 20, no. 2, pp. 471-481, 2008.

[80] Q. Liu, C. Zhang, Y. Yang, and X. Hu, “Genome-wide and
molecular evolution analyses of the phospholipase D gene
family in Poplar and Grape,” BMC Plant Biology, vol. 10,
article 117, 2010.

[81] X. Wang, “Regulatory functions of phospholipase D and
phosphatidic acid in plant growth, development, and stress
responses,” Plant Physiology, vol. 139, no. 2, pp. 566-573, 2005.

[82] M. Garcia-Lorenzo, A. Sjodin, S. Jansson, and C. Funk,
“Protease gene families in Populus and Arabidopsis,” BMC
Plant Biology, vol. 6, article 30, 2006.

[83] M. Solomon, B. Belenghi, M. Delledonne, E. Menachem, and
A. Levine, “The involvement of cysteine proteases and protease
inhibitor genes in the regulation of programmed cell death in
plants,” The Plant Cell, vol. 11, no. 3, pp. 431-444, 1999.

[84] X. H. Yang, U. C. Kalluri, S. Jawdy et al., “The F-box gene
family is expanded in herbaceous annual plants relative to
woody perennial plants,” Plant Physiology, vol. 148, no. 3, pp.
1189-1200, 2008.

[85] A. Block, G. Li, Z. Qing Fu, and J. R. Alfano, “Phytopathogen
type III effector weaponry and their plant targets,” Current
Opinion in Plant Biology, vol. 11, no. 4, pp. 396-403, 2008,

[86] I. T. Major and C. P. Constabel, “Functional analysis of the
kunitz trypsin inhibitor family in poplar reveals biochemical
diversity and multiplicity in defense against herbivores,” Plant
Physiology, vol. 146, no. 3, pp. 888-903, 2008.

[87] J. Li, G. Brader, and E. T. Palva, “Kunitz trypsin inhibitor:
an antagonist of cell death triggered by phytopathogens and
fumonisin bl in Arabidopsis,” Molecular Plant, vol. 1, no. 3,
pp. 482-495, 2008.

[88] L. Peal, N. Jambunathan, and R. Mahalingam, “Phylogenetic
and expression analysis of RNA-binding proteins with triple
RNA recognition motifs in plants," Molecules and Cells, vol.
31, no. 1, pp. 55-64, 2010.

[89] Z. Q. Fu, M. Guo, B. R. Jeong et al., “A type III effector ADP-
ribosylates RNA-binding proteins and quells plant immunity,”
Nature, vol. 447, no. 7142, pp. 284-288, 2007.

[90] T. Lan, Z. Yang, X. Yang, Y. Liu, X. Wang, and Q. Zenga,
“Extensive functional diversification of the Populus glu-
tathione S-transferase supergene family,” The Plant Cell, vol.
21, no. 12, pp. 3749-3766, 2009.

[91] D. P. Dixon, M. Skipsey, and R. Edwards, “Roles for glu-
tathione transferases in plant secondary metabolism,” Phyto-
chemistry, vol. 71, no. 4, pp. 338-350, 2010.

[92] J. Couturier, J. Jacquot, and N. Rouhier, “Evolution and diver-
sity of glutaredoxins in photosynthetic organisms,” Cellular
and Molecular Life Sciences, vol. 66, no. 15, pp. 2539-2557,
2009.

[93] N. Roubhier, S. D. Lemaire, and J. Jacquot, “The role of glu-
tathione in photosynthetic organisms: emerging functions for
glutaredoxins and glutathionylation,” Annual Review of Plant
Biology, vol. 59, pp. 143-166, 2008.

118



Chapitre I

119



Chapitre I

PARTIE IV : OBJECTIFS DE LA THESE

1. Contexte général des recherches sur la physiologie moléculaire des interactions
biotrophes au sein de 'UMR IAM

L’'UMR IAM a entre autres pour objectif de mieux comprendre la physiologie moléculaire
des interactions biotrophes au sein des écosystemes forestiers. Pour ce faire, trois
especes sont utilisées comme modeles : un arbre, le peuplier, et deux champignons
basidiomycetes biotrophes, L. bicolor et M. larici-populina (Figure 45). L. bicolor interagit
de maniére symbiotique avec les racines de peuplier pour former des ectomycorhizes,
tandis que M. larici-populina est un agent pathogene qui infecte les feuilles de I'arbre.
Les génomes de ces trois especes ont été séquencés et analysés ces derniéres années :
peuplier, 1¢r génome d’arbre (Tuskan et al., 2006), L. bicolor, 1" génome de champignon
symbiotique (Martin et al., 2008) et M. larici-populina, 1¢r génome de rouille (Duplessis
et al, 2011a). La disponibilité de ces génomes a permis d’engager les approches dites de
post-génomique. Premiérement, l'annotation de plusieurs familles de geénes a été
effectuée, en se focalisant sur les fonctions supposées clefs lors des interactions
biotrophes. Par exemple chez le peuplier, les familles codant des oxidoréductases
(glutarédoxines, thiorédoxines, protéines disulfide-isomérases) ou des protéines dites
de résistance NB-LRR ont été analysées (Couturier et al., 2009 ; Chibani et al., 2009 ;
Selles et al., 2010 ; Kohler et al., 2008). Chez L. bicolor, les transporteurs de nitrates ou
encore les effecteurs candidats MiSSP (mycorrhiza induced-small secreted proteins) ont
également été décrits (Lucic et al., 2008 ; Martin et al., 2008). Chez M. larici-populina,
conjointement a I'analyse globale du génome, une étude préliminaire des effecteurs
candidats de type SSP a été réalisée (Duplessis et al., 2011a). Ces études, replacées dans
un contexte plus global, ont permis de mieux comprendre I'évolution et la diversification
de familles multigéniques au cours de I'évolution des champignons et des plantes. Dans
un second temps, ces approches d’analyse in silico ont été couplées a des analyses
transcriptomiques pour définir les dynamiques d’expression de ces genes (Felten et al,
2009 ; Duplessis et al., 2011b). A ce niveau, les nouvelles technologies de séquencage du
transcriptome a haut débit (RNA-Seq) ont été testées et remplacent aujourd’hui les
méthodes classiques basées sur les puces a oligonucléotides (Fernandez et al., 2012 ;
Tisserant et al., 2011 ; Martin et al., 2010). Finalement, ces analyses descriptives ont

permis de réaliser par la suite des analyses plus ciblées sur certains membres des
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Figure 45. Les approches génomiques sur le peuplier et son microbiome au sein de I'UMR IAM

L'Unité Mixte de Recherche Interactions Arbres-Microorganismes s’est investie dans le séquengage du
génome du peuplier et du microbiome fongique biotrophe associé. Ces projets ont réalisé des avancées
majeures dans l'‘analyse des génomes (P. trichocarpa, 2006, : 1°" génome d’arbre, L. bicolor, 2008, 1°"
génome de champignon symbiotique, M. larici-populina, 2011, 1°" génome d’une rouille fongique). Les
analyses de plusieurs familles multigéniques impliquées dans les réponses de défense chez le peuplier ou
dans le mode de croissance biotrophe des champignons ont été réalisées. SSP: small-secreted proteins; PDI:

protein-disulfide isomerase; MiSSP: Mycorrhiza induced-small secreted protein.
photos P. Frey, B. Petre, D. Vairelles
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familles multigéniques, afin d’effectuer leur caractérisation fonctionnelle (Couturier et
al., 2011 ; Plett et al., 2011 ; Chibani et al., 2012).

Plusieurs analyses transcriptomiques ont été menées sur le pathosystéme peuplier-
Melampsora spp., par 'UMR [AM mais aussi par des laboratoires Canadiens (Figure 46 ;
Duplessis et al., 2009 ; Hacquard et al., 2010c, 2011). Du c6té du peuplier, I'objectif de
ces études était de décrire la régulation des genes mobilisés par la plante pour se
défendre, essentiellement lors de la résistance basale a des moments tardifs de
I'interaction (Miranda et al., 2007 ; Azaiez et al., 2009 ; Levée et al., 2009). Une seule
étude a suivi l'expression des geénes a des temps plus précoces de linteraction
incompatible, lors de la mise en place de la résistance compléete a M. Larici-populina
(Rinaldi et al, 2007 ; Figure 42). Ces études ont globalement montré que les
programmes de défense du peuplier sont semblables a ceux d’arabidopsis, bien que
certains genes spécifiques du peuplier aient été identifiés. Du coté du champignon, ces
analyses ont décrit la dynamique d’expression des genes durant 'interaction compatible
ou au sein des structures d’infection comme les haustoria ou les tissus biotrophes et
sporiféres a des temps tardifs de l'infection (Joly et al., 2010 ; Hacquard et al., 2010a ;
Duplessis et al., 2011). Une attention particuliere a porté sur l'expression fortement
régulée dans le temps et dans I'espace des génes codant des petites protéines sécrétées
(i.e. effecteurs candidats) qui contribuent vraisemblablement a la virulence du

champignon.

2. Objectifs de la thése
Lors de mon arrivée en theése, les études menées sur le pathosysteme peuplier/M. larici-

populina avaient déja établi des listes de protéines candidates potentiellement impliquées
dans la résistance de la plante ou dans la virulence du champignon. Un des mes objectifs
principaux a été d’engager la caractérisation fonctionnelle de ces protéines. A ce titre, j'ai
pu contribuer au développement de certains outils d’analyse fonctionnelle au sein de
I'UMR. En paralléle, un effort constant était toujours en cours pour compléter I'analyse et
I'annotation des génomes de nos organismes modeles. J'ai pu participer a cet effort au
travers de l'exploitation des données génomiques et I'analyse de familles multigéniques in
silico. Enfin, l'utilisation de la technique de RNA-Seq se développant dans 'UMR, j'ai pu
compléter notre connaissance du transcriptome de linteraction peuplier/M. larici-

populina lors d’un projet en collaboration avec le Génoscope. Globalement, j’ai participé a
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Figure 46. Les approches transcriptomiques sur le pathosysteme peuplier/Melampsora spp.

En sept a 10 jours, les Melamposra spp. effectuent leurs cycles végétatifs sur feuille de peuplier. Aprés 24
heures post-inoculation (hpi), une urédospore a germé a la surface d’une feuille, pénétré dans la feuille via
les stomates et ramifié des hyphes d’infection qui différencient des haustoria au sein des cellules de I'héte.
A partir de 48 hpi, la colonisation du champignon s’accéléere et au dela de 96 hpi un programme de
sporulation s’enclenche. A partir de sept jours (168 hpi) des urédies déchirent I'épiderme des feuilles et
liberent de nouvelles spores. Entre 24 et 168 hpi, la quantité d’ITS (internal transcribed spacer) fongique est
multipliée par 1000 dans les feuilles. Les analyses du transcriptome du peuplier (en vert) ou du champignon
(en rouge) aux différents moments de l'interaction sont présentées. Ces approches ont majoritairement
utilisé les techniques basées sur |I"hybridation sur des puces a ADN et ont été menées a partir de transcrits
isolés sur tissus entiers, microdisséqués ou purifiés. La ligne en pointillés indique que le transcriptome de
M. larici-populina a été suivi a 24 hpi mais la forte dilution des transcrits fongiques parmi les transcrits
végétaux a rendu cette approche peu sensible.

Adapté de Hacquard, thése de doctorat Université de Lorraine, 2010 / Hacquard et al., PMPP, 2010
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six différents projets de recherche au cours de ma these. Ces projets ont été regroupés dans

les chapitres Il a VI de ce manuscrit (Figure 47).

2.1. Analyse transcriptomique des temps précoces de I'interaction
peuplier/Melampsora larici-populina par pyroséquencage 454 (Chapitre II)
Le transcriptome des temps précoces d’infection du peuplier par M. larici-populina a tres

peu été caractérisé. C'est pourtant a ces temps précoces qu’est déterminée l'issue de
I'interaction. Les facteurs moléculaires qui assurent ce déterminisme, et que l'on
cherche a identifier, sont probablement mis en jeu durant ces premiers contacts entre
I’hote et le parasite. Au cours de ce projet, nous avons analysé par pyroséquencage les
transcrits de feuilles de peuplier infectées par M .larici-populina a six temps précoces
d’interaction, dans le but d’identifier des transcrits du champignon pouvant coder des
effecteurs candidats. Coté peuplier, l'analyse quantitative du transcriptome a été
effectuée et comparée aux approches classiques par puces a ADN, afin d’identifier des

genes régulés précocement par la colonisation du champignon.

2.2. Analyse in silico des thaumatin-like proteins du peuplier (Chapitre III)
Les thaumatin-like proteins (TLP) constituent une grande famille multigénique codant

des protéines de réponse aux stress chez les plantes. Plusieurs transcrits ont été
identifiés parmi les plus induits dans les feuilles de peuplier infectés par M. larici-
populina. En 2009, aucune analyse globale des TLP chez les plantes n’avait encore été
publiée alors que les TLP font I'objet d’intenses recherches dans différents domaines de
la biologie (137 articles référencés ces 5 dernieres années dans PubMed pour le mot clef
‘thaumatin’). Au cours de ce projet, nous avons conduit une analyse in silico des TLP chez
le peuplier, mais également chez les autres génomes de plantes et quelques eucaryotes.
Une analyse exhaustive des données transcriptomiques, fonctionnelles, structurales et

phylogénétiques a été engagée pour tenter de décrypter I'évolution de cette famille.

2.3. Analyse de Risp, une protéine de défense multifonction du peuplier (Chapitre
IVetV)

Le gene Risp (Rust-induced secreted protein) est le gene le plus fortement induit lors de la
résistance hote-spécifique du peuplier a M. larici-populina. 11 code une petite protéine
sécrétée qui présente toutes les caractéristiques des protéines antimicrobiennes et qui
ne possede pas d’homologues dans les bases de données. Ce projet de recherche a eu

pour but I'analyse fonctionnelle de cette petite protéine, via la caractérisation
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Chapter Ill: Analysis of the thaumatin- Chapter IV: Analysis of

like protein gene family — 6 months the poplar RLP gene
family and Risp elicitor
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Chapter VI: Global analysis of M. larici-populina candidate effectors — 1 month I

Chapter VI: Functional analysis of M. larici-
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Figure 47. Objectifs et avancement des projets de recherche menés durant la thése
Les cadres couvrent les périodes sur lesquelles les projets de recherche ont été menés, la bande noire

verticale indique la date de publication. Lestimation du temps effectif alloué au projet est indiquée en mois.
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biochimique et structurale de la protéine recombinante. Différents tests d’activité
antifongiques, des expériences de pull-down et des tests d’alkalinisation cellulaire ont
été développés a cette occasion (chapitre V). Ces analyses nous ont également conduit a
étudier I'organisation génomique et I'expression des génes codant des LRR RLP chez le

peuplier (chapitre 1V).

2.4. Analyse des effecteurs candidats de M. larici-populina (Chapitre VI)
A partir de la séquence génomique de M. larici-populina, une analyse systématique des

genes codant des petites protéines sécrétées était en cours lors de mon arrivée au sein
de 'UMR IAM. Le but de ces analyses étant d’'une maniere globale de décrire le
répertoire d’effecteurs candidats de M. larici-populina, et d'une maniére plus ciblée
d’établir une liste de protéines ayant une forte probabilité d’étre des effecteurs et devant
étre analysées en priorité. J'ai été associé a I'analyse globale du sécrétome via I’analyse
de l'expression de quelques génes codant de petites protéines sécrétées par RT-qPCR.
Deux effecteurs candidats membres des familles MlpP4 et MIpH1 ont notamment été
identifiés. Mon travail a consisté a engager l'analyse fonctionnelle de ces candidats en
me focalisant sur leurs activités de virulence, I'analyse biochimique et structurale des
protéines recombinantes et I'identification des protéines ciblées in planta. Ce dernier
projet nécessite encore quelques analyses qui seront poursuivies par d’autres

chercheurs de 'UMR IAM dans un futur proche.
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CHAPITRE II : Analyse transcriptomique des temps précoces de I'interaction peuplier/Melampsora
larici-populina par pyroséquencage 454

CHAPITRE 11

Analyse transcriptomique des temps précoces de l'interaction
peuplier/Melampsora larici-populina par pyroséquencage 454
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Résumé du chapitre II

Analyse transcriptomique des temps précoces de I'interaction
peuplier/Melampsora larici-populina par pyroséquencage 454

Ces dernieres années, plusieurs analyses basées sur l'utilisation de puces a ADN
NimbleGen Systems, ont permis de décrire finement le transcriptome a la fois de feuilles
de peuplier lors d’infection par la rouille et du champignon M. larici-populina a différents
stades de la colonisation de son hote. Ces approches ont notamment révélé les génes
associés aux réponses de défense précoces et tardives du peuplier, ainsi que les génes
fongiques induits lors de l'infection et jouant probablement un réle déterminant lors de
I'infection. Cependant, ces technologies d’analyse traditionnelles du transcriptome, par
hybridation d’ADNc sur puces a oligonucléotides, ne sont pas assez sensibles pour
quantifier les transcrits fongiques aux temps précoces de l'infection (notamment de 18
heures post-inoculation [hpi], correspondant a la formation des premiers haustoria,
jusqu’a 48 hpi, début de la phase de croissance exponentielle du champignon). Or, c’est
durant ce laps de temps que I'on suppose que les effecteurs permettant d’établir une
relation compatible avec I’hdte sont exprimés et mis en jeu.

L’objectif premier de ce projet était d’identifier des genes de champignon exprimés a des
stades tres précoces d’infection. Pour cela, nous avons réalisé une cinétique d’infection
de disques foliaires de peuplier par une souche avirulente et une souche virulente de
M. larici-populina. L’accumulation des transcrits du peuplier et du champignon a été
suivie simultanément par pyroséquencage 454 a six temps différents (18, 21 et 24 hpi
pour la souche avirulente et 18, 24 et 48 hpi pour la souche virulente). Parmi plus de
800.000 séquences obtenues, seulement 600 transcrits de champignons ont été
détectés, dont quelques-un codant des effecteurs candidats. Nous avons d’autre part
concentré notre analyse sur les données d’expression obtenues pour le peuplier, en les
comparant quantitativement avec des données obtenues a partir des mémes
échantillons biologiques sur des puces a oligonucléotides. Cela nous a permis de
montrer que 'approche par pyroséquengage ne sature pas le transcriptome de peuplier,
indiquant que ce n’est pas 'approche la plus adéquate pour une analyse exhaustive et
quantitative de 'expression génique. Néanmoins, en se focalisant sur les transcrits les
plus fortement accumulés, nous avons montré une bonne reproductibilité entre les
approches mises en ceuvre. Enfin, ces analyses ont révélé que le transcriptome du
peuplier est extrémement stable aux temps précoces d’infection, excepté pour un
transporteur de sulfate dont les transcrits sont fortement accumulés a 48 hpi.

Ce chapitre de these est constitué d'un article de recherche rédigé en anglais et intitulé
‘RNA-Seq of early-infected poplar leaves by the rust pathogen Melamspora larici-
populina uncovers PtSultr3;5, a fungal-induced host sulfate transporter’ publié le 30
aolit 2012 dans la revue PLoS ONE et dont je suis le premier auteur. Dans le cadre de ce
projet collaboratif, le pyroséquencage et le traitement primaire des données issues du
séquencage ont été assurés respectivement par le Génoscope (Evry, France) et par
I'équipe de bio-informatique de 'UMR IAM. L’analyse des transcrits fongique a été
réalisée par Sébastien Duplessis, et j'ai effectué 'ensemble des autres analyses.
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Article n° 2 : RNA-Seq of early-infected poplar leaves by the rust pathogen Melamspora
larici-populina uncovers PtSultr3;5, a fungal-induced host sulfate transporter

Benjamin Petre, Emmanuelle Morin, Emilie Tisserant, Stéphane Hacquard, Corinne Da
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Abstract

Biotroph pathogens establish intimate interactions with their hosts that are conditioned by the successful secretion of
effectors in infected tissues and subsequent manipulation of host physiology. The identification of early-expressed
pathogen effectors and early-modulated host functions is currently a major goal to understand the molecular basis of
biotrophy. Here, we report the 454-pyrosequencing transcriptome analysis of early stages of poplar leaf colonization by the
rust fungus Melampsora larici-populina. Among the 841,301 reads considered for analysis, 616,879 and 649 were successfully
mapped to Populus trichocarpa and M. larici-populina genome sequences, respectively. From a methodological aspect,
these results indicate that this single approach is not appropriate to saturate poplar transcriptome and to follow transcript
accumulation of the pathogen. We identified 19 pathogen transcripts encoding early-expressed small-secreted proteins
representing candidate effectors of interest for forthcoming studies. Poplar RNA-Seq data were validated by oligoarrays and
quantitatively analysed, which revealed a highly stable transcriptome with a single transcript encoding a sulfate transporter
(herein named PtSultr3;5, POPTR_0006s16150) showing a dramatic increase upon colonization by either virulent or avirulent
M. larici-populina strains. Perspectives connecting host sulfate transport and biotrophic lifestyle are discussed.
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modulated host-functions is currently a major goal to unravel
molecular basis of plant-mierobe interactions [6]. To date, most
fungal effectors identified are lincage-specific  small-secreted
proteins (SSP) of unknown function and hundreds of such SSP
coding-genes (i.e. candidate effectors) have been identified in
fungal genomes [7-11].
effectors are mostly restricted to the plant immune system
signaling network, vesicle raflicking, protein degradation systems
and transcription of specific transporters [12]. Only a handful of
cukaryote effector targets are currently known but the larger

Introduction

Parasitic microbes continuously challenge plants but constitutive
and inducible host immunity is generally suflicient to conler
broad-spectrum  resistance to non-adapted pathogens [1]. A
successlul infection requires that microbes secrete eflectors into Host functions targeted by bacterial
infected tissues 1o repress and manipulate host defense and ;
physiology, resulting in the promotion of biotrophic growth and
the proper setting of compatible interaction [2]. In turn, plants
possess several hundreds of resistance (R) proteins that, upon

direct or indirect recognition of pathogen effectors, trigger strong
defense responses and lead to incompatibility [3]. The issue of an
interaction as compatible or incompatible is determined within
hours following the formation of the first structures of infection
and subsequent eflector secretion, even after the very first physical
contacts [4]. At these early stages, the ability of pathogen elfectors
to rapidly and efficiently manipulate host functions and simulta-
neously escape R protem recognition is though to be the key of
compatibility [5]. Identification of both eflectors and pathogen-
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effector candidate repertoires compared with those of prokaryotes
suggests specialized host manipulations likely linked to nutrient
acquisition strategies, infection structures (e.g. haustoria) formation
and host reprogramming [13-15].

Genome sequences of Populus trichocarpa and Melampsora larici-
populina are available, making the poplar-poplar rust interaction an
emerging model for post-genomic studies ol tree immunity and
fungal biotrophy [16-17]. Several genome-wide analyses uncov-
ered the huge expansion and diversification of defense- or
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virulence-related gene families in poplar and the poplar rust
fungus, respectively (for a recent review, see [18]). Several
transcriptomic studies identified defense response genes in poplar
upon infection by Melampsora spp. between 2 and 10 days afier
inoculation during compatible or incompatible interactions (for a
review, see [19]). M. larici-populina transeriptome analyses were also
conducted during a compatible time-course infection as well as in
specific infection structures captured by laser microdissection at
late sporulating stages [11,20-21]. A major output of these studies
1s the timely coordinated and structure-specific expression of
hundreds of genes encoding SSPs all along the mfection process,
suggesting an early and sustained host manipulation [18].
Contrasting with the flow of data gained on both the host and
the pathogen transcriptomes at late stages of infection, our
knowledge of the first two days of infection remains limited,
whereas they encompass a crucial step in setting the outcome of
the interaction.

Next-generation sequencing technologies have been an impor-
tant breakthrough for sensitive, quantitative, annotation-indepen-
dent and high-throughput transcriptome analyses referred to as
RNA-Seq [22-24]. Recent works reported the use of RNA-Seq
(Mumina or 454-pyrosequencing) to get insights into the
transcriptomes  of plant-microbe associations [25-27]. Using
original or phylogenetically related reference genomes, the authors
were able to discriminate microbial and host transeripts. In the
poplar-poplar rust pathosystem, the availability of both well-
annotated genome sequences would greatly facilitate this kind of
approach,

In the present study, we used 454-pyrosequencing to analyse the
transcriptome of compatible and incompatible poplar-poplar rust
interactions within the first two days of infection. Methodological
aspects such as discrimination of reads origin (poplar vs. poplar
rust) and poplar RNA-Seq data validation by oligoarrays were
considered. This work identified five early-expressed candidate
effectors from M. larici-populina as well as an early-induced sulfate
transporter from poplar (PtSultr3;5). These data complete our
knowledge of the poplar-poplar rust mteraction and will help
prioritizing functional studies in this pathosystem.

Results and Discussion

454-pyrosequencing Transcriptome of Poplar Leaves
Infected by M. larici-populina

A time-course infection of poplar leaf disks inoculated with
cither the virulent strain 98AG31 (compatible interaction) or the
avirulent strain 93ID6 (incompatible interaction) of M. larici-
populina has been estabhshed and tissues were harvested at 18, 21
and 24 hours post-inoculation (hpi) for the incompatible interac-
tion (I1g-loy-Ioy) and 18, 24 and 48 hpi for the compatible
interaction (C5-Coy-Cyg) (see Fig. S1 for a summary of all
experiments and analyses presented in this study). M. larici-populina
haustoria are formed in both compatible and incompatible
interactions as soon as 17 hpi [28], and the first poplar defense
responses are observed only in incompatible interactions at 48 hpi
[29]. Studies conducted on the flax rust and the bean rust model
systems showed that haustoria are key structures for rust fungi to
secrete effectors into their host [30-33]. Thus, our experiment was
designed to identify early-expressed putative rust effectors (i.e. alter
haustoria formation, between 18 and 24 hpi) as well as early-
regulated poplar genes not previously reported. A later ime-point
in the compatible interaction (Cyg) was included to define the
dynamic of SSP expression and to detect modulation in the host
transcriptome. For cach time-point, cDNA were sequenced by
454-pyrosequencing (GS-FLX titanium), generating a total of
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841,301 high-quality nucleotide reads (~304 Mb) with an average
length of 356 bp (T'able 1, Fig. 52). For the six conditions, we
independently assembled reads into contigs. As presented in
Table 1, a total of 713,505 reads were assembled into 90,398
contigs. The average contig size 15 659 pb whereas the average
number of read per contigs 1s around 8 (lig. 52). Homology
searches against both P. #richocarpa and M. lariei-populina genome
sequences attributed more than 97% of the assembled reads
(694,138) to poplar (693.489) or the poplar rust (649) genes
(Table 1). This approach will hereafter be referred to as ‘contig-
blast method”. We used a second method for read processing,
which consisted in the mapping of all the reads onto the reference
genomes and current available annotations after reassembly using
the Program to Assemble Spliced Alignments (PASA; [34]) (herein
called ‘read-mapping method’). This method identified 616,879
and 359 reads corresponding to P. trichocarpa and M. larici-populina
genes, respectively, which is comparable to the numbers gained by
the contig-blast method (Table 1). Moreover, expression levels of
poplar transcripts (i.e. number of reads per transcripts) estimated
by both approaches correlated well, indicating that these methods
provide similar outputs (Fig. 83). The data processed through the
read-mapping method were more stringent and thus retained for
the quantitative analysis of poplar transeript levels, whereas the
contig-blast method was retained for the analysis of M. larici-
populina transcripts.

M. larici-populina Early-expressed Transcripts and
Candidate Effectors

A total of 649 reads were aligned to 361 M. larici-populina genes
by the contig-blast method, whereas 359 reads were mapped to
280 M. larici-populina genes by the read-mapping method (Table 1).
In total, 97% of the genes identified by the read-mapping method
were also retrieved by the contig-blast method. The lower number
of genes identified by the read-mapping method are due to
intrinsic differences in assembly parameters. The Cug condition
itsell accounted for almost half of the reads whatever method used,
which is in accordance with the fungal growth previously reported
at this stage of the infection [29,35]. The low number of reads does
not allow proper quantitative comparison of fungal transcripts
abundance between time-points. Thus, we focused our attention
on the 40 genes cumulating a total of three reads or more with any
of the two methods (Table 2). Among those, a total of 21 genes
encode secreted protems, of which 19 correspond to small secreted
proteins of less than 300 amino acids, previously reported as
putative candidate effectors of the poplar rust fungus [11]. Despite
a very low level of fungal transcripts detected in infected leafl
samples, the high number of transeripts encoding putative effectors
is striking and in accordance with the levels reported in purified
haustoria of other fungal biotroph [32,36] or in M. larici-populina
biotrophy-related structures microdissected from infected poplar
tissues [20]. Noteworthy, Mip-124067 has been reported among
the most highly expressed fungal transeript at 24 hpi during the
compatible poplar-poplar rust interaction [21]. The most
expressed transcript (M{p-94736, 92 reads) encodes a SSP of 158
amino acids with no functional annotation and only a few
homologs i databases (Table 2). Strinkingly, expression of the
transcript is mostly explained by the I4 time-point that cumulates
86 reads. MIp-94736 belongs to a small cluster of genes within
40 kb on the scaffold 72 of which 4 genes (Mp-94735, Mip-94736,
Mip-94740 and Mp-94741) were expressed in the dataset. The
second most expressed transcript (MIp-95625, 36 reads) encodes a
SSP of 89 amino acids that possesses a short inositol phosphatase
domain (conserved domain ¢d01640). Recent studies have
reported that entry of oomycete and fungal effectors into plant
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cells is mediated by binding to phosphatidylinositol phosphates
(PIP) present on the extracellular face of the host plasmalemma
[37-39]. The early expression ol a secreted inositol phosphatase by
the poplar rust fungus is puzzling and it is tempting to speculate a
role related to the PIP-binding of effectors, Several genes showing
homology to ribosomal protemns and elongation factors were also
identified (Table 2), which is in accordance with the profile of
haustoria expressed transcripts of the obligate biotrophic fungus
Golovinomycees orontii [36]. Noticeable diflerences in reads numbers
could be observed between the two read assignment methods,
particularly for the genes cumulating the largest numbers of reads
with the contig-blast method (Table 2). We manually validated the
alignment of these contigs onto the M. larici-populing genome and
their absence with the second method is due to differences in
alignment parameters.

Expression of M. larici-populing wanseripts during poplar leal
colonization (compatible interaction) and urediniospore germina-
tion was previously assessed by the mean of Genome oligoarrays
[21]. Among the set of 40 fungal genes, 30 were represented on the
oligoarray, of which 27 are expressed in the situations tested and
particularly, 24 are expressed at 24 and 48 hpi, which provides a
nice support for the transcripts detected by the 454-pyrosequenc-
ing approach. Overall, the low number of fungal transcripts
detected in our study reflects the limited quantity of fungal
structures  in - early-infected  leaves  [29,35]. In  comparison,
Fernandez and collaborators [27] identified almost one fungal
for two host transcripts in the colfee-cofee rust fungus interaction,
however this study targeted a late stage of infection when the
fungus has completely invaded host tissues. Although providing
valuable insights into ecarly-expressed fungal transcripts, our
analysis remains scale-limited and argues for the use of other
NGS technologies such as Ilumina for a deeper sampling of the
pathogen transcriptome.

454-pyrosequencing does not Saturate the Poplar
Transcriptome

A total of 616,879 reads were mapped onto 21,311 poplar
transcripts (Le. predicted protein coding genes in poplar genome),
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Table 1. Summary of 454-pyrosequencing transcriptome data from poplar leaves infected by M. larici-populina.

hs I3, lag Cis Caq Cas Total
Total reads 113,884 155,204 99,033 142,092 146,231 184,856 841,30
Contig-blast method
Assembled reads 96,078 136,186 81,330 118,783 122,352 158,776 713,505
Contigs 12,938 16,611 12,434 14,391 14,999 19,025 90,398
Poplar reads 93,107 132,086 78,396 116,052 119,217 154,631 693,489
M.larici-populina reads 129 43 57 36 37 347 649
Expressed M, larici-populina transcripts 3 26 26 27 33 265 361
Read-mapping method
Poplar reads® 82,865 115,272 71,596 105,341 105,933 135,872 616,879
Expressed poplar transcripts (=1 read) 12,518 14,090 12,698 14,050 14,374 15,868 21,311 (6,755)°
M. larici-populina reads 17 13 10 12 26 281 359
Expressed M. larici-populina reads 15 13 9 12 24 226 280
Highly expressed (HE) poplar transcripts (=10 2,064 2,086 2,256 2,058 2,039 2,030 978 (1,909)"
reads)
“Number of poplar transcripts expressed in all conditions.
"Number of poplar transcripts with an average number of 10 reads (i.e. a total of 60 reads in the 6 conditions).
“Normalised number of reads per conditions used for quantitative analysis is 102,813 (Table 51).
doi:10.1371/journal.pone.0044408.t001

considered as expressed when at least one read was mapped
(Table 1). Among these 21,311 transeripts only 6,755 were
expressed in all conditions. The average and median of total reads
number per expressed transcript are 28.95 and 8 respectively,
ranging from | to 6,513 (Fig. S4A), Saturation curves indicate that
52%5 new expressed transcripts are detected for each 1000
supplemental reads after 100,000 (Fig. S4B). This demonstrates
that the poplar transcriptome is not saturated and consequently
unsuitable for whole-genome quantitative expression analysis. As
specified recently by Malone and Oliver [40], an important
concern in RNA-Seq experiments is the depth of sequencing
required to efficiently sample the transeriptome. By using Hlumina
sequencing, Graveley and collaborators [41] reported that even 50
millions of mapped reads were not enough to fully saturate the fly-
head transcriptome. Despite huge progresses in sequencing, it
seems that full saturation of transcriptomes still cannot be
considered as an ecasy purpose.

In order to isolate a subset of transcript with a sufficient
coverage to enable quantitative analysis of expression, we
dramatically reduced our set from 21,311 to 1,909 highly
expressed (HE) transcripts, with a minimal arbitrary cut-ofl’ of
60 rotal reads per HE wanscript (Table 1, Fig. S4).

Poplar RNA-Seq Expression Levels are Validated by
Oligoarrays and RT-qPCR

In order to validate poplar RNA-Seq data, we performed
whole-genome poplar oligoarrays and compared expression values
gained by both methods. The DNA-chip approach detected the
expression of 34,964 transcripts (76% of the coding genome) of
which 31,644 were expressed in all conditions (Fig. 1a). Compared
with the 21,311 expressed transcripts revealed by RNA-Seq,
oligoarrays clearly demonstrate that the RNA-Seq approach was
not deep enough to cover the entire poplar transcriptome.
Oligoarrays confirmed the expression of 20,105 of the 21,311
transcripts detected as expressed by RNA-Seq (Fig. 1a). Among
the 1,206 unconfirmed transcripts, 440 were detected below the
oligoarrays background threshold whereas 766 were not spotied
on the chip. Otherwise, 1,794 of the 1,909 HE transcripts were
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Table 2. List of selected M. larici-populina (Mlp) genes expressed at early stages of poplar leaf infection and cumulating three
reads for all time-points assessed in the study with any of the read assignment method.
Mip reads no. with reads no. with
Protein- contig-blast read-mapping
ID* method method Annotation notes” SSP€ Expression notes”
13047 5 3 predicted secreted protein of 336 amino - NA
acids, no conserved domain
33161 3 3 elongation factor elF1b, predicted as yes NA
secreted
33293 1 0 NADH:ubiguinone oxydoreductase - Expressed jn planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in resting/
germinating urediniospores; peaks of expression at 96 and
168 hpi and in urediniospores
36702 3 3 pyruvate dehydrogenase - Strongly expressed in planta at 48, 96 and 168 hpi and in
resting/germinating urediniospores and expressed at
24 hpi; peak of expression in resting urediniospores
42122 5 5 ribosomal protein 52 - Expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in resting
urediniospores; peaks of expression at 48 and 96 hpi and in
resting urediniospores
42605 3 3 aspartate/other aminotransferase - Expressed in planta at 48, 96 and 168 hpi and in resting/
germinating urediniospores; peaks of expression in resting
urediniospores
53922 3 3 405 ribosomal protein 265 - Expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in resting/
germinating urediniospores; peak of expression at 96 hpi
70937 4 ] predicted small secreted protein of 286 yes Expressed in planta at 168 hpi and in resting/germinating
amino acids with conserved rare urediniospores; peak of expression in urediniospores
lipoprotein A domain
71305 3 0 uncharacterized conserved protein = Strongly expressed in resting/germinating urediniospores
and expressed in planta at 96 and 168 hpi; peak of
expression in germinating urediniospores
71396 4 0 predicted small secreted protein of 134 yes Expressed in planta at 48, 96 and 168 hpi and in resting/
amino acids, no conserved domain germinating urediniospores; peaks of expression in
germinating urediniospores
74948 3 0 elongation factor elF2 - Strongly expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in
resting/germinating urediniospores; peak of expression in
resting urediniospores
84328 -] 3 predicted small secreted protein of 147 yes Expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in
amino acids, no conserved domain germinating urediniospores; peak of expression at 96 hpi
85484 4 4 predicted small secreted protein of 256 yes Strongly expressed only in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi;
amino acids, no conserved domain peaks of expression at 48 and 96 hpi
87680 5 0 predicted secreted protein of 536 amino - NA
acids with conserved ubiquitin domain
88357 3 3 predicted small secreted protein of 163 yes Strongly expressed in planta at 24, 48 and 96 hpi and
amino acids, no conserved domain expressed at 168 hpi; peaks of expression at 48 and 96 hpi
88509 4 0 hypothetical protein of 1455 amino acids, - Strongly expressed in resting/germinating urediniospores
with conserved signaling SWIFT domain and expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi; peak of
expression in germinating urediniospores
90053 12 V] hypothetical protein of 161 amino acids - ND
with zinc-finger domain
91962 4 4 elongation factor elF5A - Strongly expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in
resting/germinating urediniospores; peak of expression at
168 hpi and in urediniospores
92704 5 0 hypothetical protein of 195 amino acids, - Strongly expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in
no conserved domain resting/germinating urediniospores; peaks of expression at
24 and 48 hpi
92712 3 0 hypothetical protein of 131 amino acids, - Strongly expressed in planta at 24, 48 and 96 hpi and in
no conserved domain resting/germinating urediniospores and expressed at
168 hpi; peak of expression at 24 hpi
93158 4 4 605 ribosomal protein L10a - Strongly expressed in planta at 96 hpi and in resting
urediniospores and expressed at 24, 48 and 168 hpi; peak of
expression in urediniospores
93408 1 3 predicted small secreted protein of 147 yes Strongly expressed in planta at 24, 48 and 96 hpi and also
amino acids, no conserved domain expressed at 168 hpi and in resting/germinating
urediniospores; peaks of expression at 24 and 48 hpi
PLOS ONE | www.plosone.org 4 August 2012 | Volume 7 | Issue 8 | e44408
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Table 2. Cont.
Mip reads no. with reads no. with
Protein-  contig-blast read-mapping
ID* method method Annotation notes” SSpPe Expression notes®
94735 9 0 predicted small secreted protein of 95 yes Strongly expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in
amino acids, no conserved domain resting/germinating urediniospores; peaks of expression at
24 hpi
94736 92 0 predicted small secreted protein of 158 yes NA
amino acids, no conserved domain
94740 8 0 hypothetical protein of 176 amino acids, - NA
no conserved domain
94741 5 0 hypothetical protein of 77 amino acids, - NA
predicted transmembrane domain
95026 3 0 hypothetical protein of 210 amino acids, - NA
no conserved domain
95625 36 0 predicted small secreted protein of 89 yes NA
amino acids with inositol
polyphosphate-1-phosphatase domain
96323 4 0 hypothetical protein of 537 amino acids, - ND
HMG-box containing domain
103016 3 3 predicted small secreted protein of 139 yes Strongly expressed in planta at 24, 48 and 96 hpi and
amino acids, no conserved domain expressed at 168 hpi and in resting/germinating
urediniospores; peaks of expression at 24, 48 and 96 hpi
105045 3 3 predicted small secreted protein of 124 yes Expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and slightly in
amino acids, no conserved domain germinating urediniospores; peak of expression at 96 hpi
110164 3 0 hypothetical protein of 211 amino acids, - ND
zinc-finger containing domains
118176 3 0 hypothetical protein of 1096 amino - Expressed in planta at 168 hpi and in resting/germinating
acids, HMG-box containing domain urediniospores; peak of expression in germinating
urediniospores
123227 3 3 predicted small secreted protein of 124 yes Strongly expressed only in planta at 168 hpi and slightly
amino acids, no conserved domain expressed at 24, 48 and 96 hpi; peak of expression at
(SSP15) 168 hpi
124018 3 3 predicted small secreted protein of 156 yes Strongly expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and
amino acids, no conserved domain slightly expressed in resting/germinating urediniospores;
peaks of expression at 48 and 168 hpi
124067 5 4 predicted small secreted protein of 285 yes Strongly expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and in
amino acids with homology to Uromyces resting/germinating urediniospores; peak of expression at
Infp differentiation protein 96 hpi
124290 1 4 predicted small secreted protein of 131 yes Strongly expressed in planta at 24, 48 and 96 hpi and
amino acids, no conserved domain expressed at 168 hpi and in resting/germinating
urediniospores; peaks of expression at 48 hpi
124371 3 2 predicted small secreted protein of 89 yes NA
amino acids, no conserved domain
124458 3 3 conserved small secreted protein of 270 yes Strongly expressed in planta at 24, 48, 96 and 168 hpi and
amino acids, with CFEM domain expressed in resting/germinating urediniospores; peaks of
expression at 48 and 96 hpi
124534 3 3 predicted small secreted protein of 70 yes NA
amino acids, no conserved domain
Protein ID number of corresponding best gene model in the M. larici-populina genome sequence (JGI; http://genome.jgi-psf.org/programs/fungi/index.jsf);
PBased on annotation details available on the JGI website and homology searches against the non-redundant database and the conserved domain database at the
NCBI;
“predicted small secreted protein (SSP; =300 amino acids);
9Based on expression data reported in Duplessis et al. 2011b [21];
NA, not available on oligoarray;
ND, not detected on oligoarray.
doi:10.1371/journal.pone.0044408.t002

detected as highly-expressed on oligoarrays and are hereafter
referred to as validated highly expressed (VHE) transcripts.
Among the 115 non-validated HE transcripts, only 5 were
detected below the threshold whereas 110 were not included in
the chip design. The expression levels of the 1,794 VHE
transcripts assessed by oligoarray and RNA-Seq showed a good
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correlation (r? =0.37) that increases with expression level (Fig. 1b).
To further validate the RNA-Seq expression profiles, we tested 12
selected VHE transcripts by RT-qPCR. The expression profiles
were in agreement with those obtained with the two other methods
(Fig. S5). Otherwise, it is noteworthy to mention that 20% of the
most highly expressed transcripts on oligoarrays were not
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Oligoarray
34,964 [76%)

RNA-Seq
21,311 [47%]
(1,909) [4%)

20,105 [44%)
(1,794) [4%]

10
L

Oligoarray Ln-expression levels

I I I I
-2 0 2 4

RNA-Seq Ln-expression levels

Figure 1. Ln-transformed expression levels of poplar transcripts. (A) Venn-diagram of expressed poplar transcripts measured by whole-
genome oligoarray and RNA-Seq. Numbers in brackets correspond to the percentage of the coding genome; numbers in parentheses correspond to
the highly expressed (HE) transcripts and numbers in parentheses and in bold correspond to HE transcripts validated by oligoarrays (i.e. VHE
transcripts). (B) RNA-Seq and oligoarrays average expression levels correlation. The black rectangle indicates the area containing the 1,794 VHE

transcripts discussed in the text.
doi:10.1371/journal.pone.0044408.9001

supported by RNA-Seq, revealing a unidirectional and non-
negligeable technical biase between these approaches discussed in
Text S1 (Fig. S6).

Transcriptome of Poplar Leaves: Overall Stability at Early
Stages of Infection

In order to identify early-regulated transcripts in the poplar
transcriptome, expression levels were compared pair-by-pair
between the 6 different conditions tested (Fig. 2). Among the

VHE transcripts, 1,793 showed overall stable RNA-Seq expression
levels, with average relative standard dewviation percentage
(%RSD, see methods) values of 35, ranging from 2 to 101 (Fig.
S7a). The only highly variable transcript with a % RSD of 186 is a
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predicted sulfate transporter homologous to Arabidopsis thaliana
Sultr3;5 (AtSultr3;d) [42] and hybrid poplar Populus tremula x
Populus alba Sultr3;5 (PtaSultr3;5) [43] and thus was herein named
P. tnchocarpa Sultr3;5 (PtSultr3;5). The overall stability of VHE
transcript expression levels was confirmed by oligoarrays, which
present %RSD values from 1 to 62 (Fig. S7b). Moreover,
cxpression levels of the 34,964 oligoarray-expressed transcripts
were equally stable, with only 18 transcripts with %RSD above
100, which all correspond to low and barely expressed genes
(Fig. 2, Table S1). Functional classification of the 1,794 VHE
transcripts as well as detailed analysis of the stress responsive
phenylpropanoid pathway further confirmed the absence of
defense responses (Text 52, Tig. S8 and S9). Hence, except
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Figure 2. RNA-Seq and oligoarray two-by-two expression levels correlations along time-course infection of poplar leaves by M.
larici-populina. Ln-transformed expression levels of the 1,794 validated highly expressed (VHE) transcripts are plotted for RNA-Seq on the up-right,
and expression levels of the 34,964 transcripts detected on oligoarrays are plotted on the bottom-left. Arrows indicate values corresponding to the
sulfate transporter PtSultr3;5 (Poptr_0006s16150) transcript discussed in the text.

doi:10.1371/journal.pone.0044408.9g002

PrSultr3;5, the leaf transcriptome remains extremely stable for the
time-points investigated.

Many host transcriptomes have been reported to be highly
dynamic during the first events of plant-microbe interactions
[44-45], as highlighed recently in soybean leaves as early as 12
hours after inoculation by the rust fungus Phakospora pachyrhizi
[46]. Nevertheless, in the poplar-poplar rust system, typical
defense-response  genes encoding pathogenesis-related (PR)
proteins such as PR1 or PR5, glutathion S-transferase 18
(GST18) or the rust-induced secreted protein (RISP) are not
regulated and present a basal expression at early stages of leaf
infection (Table S1, [29,47]). Indeed, the first defense responses
are reported at 48 hpi in the incompatible interaction,
concomitant with an arrest of M. larici-populina avirulent strain
progression in leaves [28-29]. Considering the global stability of
the poplar trancriptome and the fact that sulfate transporters
are not reported as typical defense-related genes in the
literature, we conclude that no defense responses could be
detected in early rust-infected poplar leaves.
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A Poplar Sulfate Transporter is Specifically Induced by
the Rust Fungus

The sulfate transporter PiSultr3;5 displayed the highest %RSD
among all VHE transcripts (Fig. S7). Interestingly, the variability
observed is explained by the condition Cyg (515 reads) with an
almost 20-fold up-regulation compared with the other five
conditions that remain stable (26=15 reads) (Table SI). The
different methods used in this study to quantify gene expression
provided highly similar profiles for this gene, validating its
effective regulation (Fig. 3a). Moreover, complementary infec-
tion time-points included in the RT-qPCR assay, as well as
comparison to mock-inoculated control leaves, provided a more
accurate expression pattern (Fig. 3b). A strong induction of
PiSultr3;5 was observed at 48 hpi in both compatible and
incompatible poplar-polar rust interactions compared with all
other conditions that showed an overall stable expression. Thus,
PiSultr3;5 presents a fungal-specific strain-independent induction
in poplar leaves. Since we did not detect neither defense
responses nor large-scale transcriptome regulations, and consid-
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Figure 3. Expression profile of PtSultr3;5. (A) Expression pattern of PtSultr3;5 (Poptr_0006s16150) assessed by oligoarray, RT-qPCR and RNA-Seq.
RNA-Seq and RT-gPCR values are Ln-transformed. For RNA-Seq, both results from the contig-blast (cb) and the read-mapping (rm) methods are
presented. Values are in arbitrary units. (B) Detailed RT-qPCR profile of PtSultr3;5 between 0 and 48 hours post-inoculation (hpi). Expression values are

normalized to the ubiquitin reference gene expression (see methods).
doi:10.1371/journal.pone.0044408.9003

ering the specificity and amplitude of the induction of PtSultr3;5,
we hypothesized that this specific up-regulation could result
from a pathogen manipulation.

PtSultr3;5 is the ortholog of AtSultr3;5 (At5g19600) that belongs
to the family of low-affinity sulfate transporter and is localized at
plasma membranes [48]. Interestingly, PtSultr3;5 is also the
ortholog of the Lotus japonicus symbiotic sulfate transporter 1
(SST) with 57% of identity (Fig. S10). In L. japonicus intracellular
rhizobia symbiotic interactions, SST1 1is located onto the
symbiosome membrane, the interface for host-symbiont nutrient
exchanges [49]. Moreover, Krusell and colleagues [50] demon-
strated that sst/ expression is nodule-specific and that a mutant
lacking sstI was defective for symbiosis. The authors concluded
that SST1 is essential for symbiosis, likely by translocating sulfate
from the host cell to the symbiont. Interestingly, Felten and
collaborators [51] reported that PiSultr3;5 is one of the 15 most
induced transcripts in poplar roots during early interaction with
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the symbiotic fungus Laccaria bicolor. In these experiments, the host
and its symbiont where not in contact, suggesting that indirect and
diffusible signals were directly or indirectly responsible of host-
transcriptome reprogramming.

No obvious link has been established so far between host sulfur
metabolism and mechanisms of pathogenicity in biotrophs.
However, in a recent groundbreaking study, Mukhtar and
collaborators [52] showed that multiple effectors from divergent
biotroph pathogens target response to low sulfur proteins 1 and 2
(LSUT and LSU2). As mentioned by the authors, the identification
of sulfur-related proteins as conserved targets of effectors is
puzzling since one of the hallmarks of biotrophy is the loss of key
genes necessary to assimilate sulfur. Indeed, this has been reported
for several biotroph pathogens belonging to distinct phyla such as
the oomycete Hyaloperonospora arabidopsidis, the ascomycete Blumeria
gaminis and the basidiomycete Puccinia graminis £. sp. tritic [9,17,53—
54]. In the case of M. larici-populina, genes required to perform the
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primary sulfate assimilation were nevertheless identified, although
a transketolase domain of the beta-subunit of the sulfide reductase
is missing [17]. Interestingly, 2 out of 3 M. larici-populina sulfate
transporter transcripts are expressed during poplar leaf infection
and in urediniospores, however sulfate metabolism transcripts are
barely detected [21].

It is tempting to speculate that M. larici-populina could perform
a targeted-manipulation of poplar physiology by inducing
PrSultr3:5 to derivate sulfate via a host-encoded mechanism.
Such a mampulation of host transporter expression by
pathogens has been described in interactions between Xantho-
monas spp. and rice or pepper, where host genes encoding sugar
transporters are specifically and necessarily induced by tran-
activator-like  (TAL) bacterial effectors  to  settle
compatibility  [55-57]. Interestingly, fungal pathogens also
induce sugar exporters during plant infection [57] and although
effectors have been brought up, the molecular mechanism
underpining this phenomenon remains to be determined [58].
To our knowledge, no TAL effectors have been reported
outside of the bacterial genus Xanthomonas and  Ralstonia.
Interestingly, a recent report by Plett and colleagues [14] has
shown that a small-secreted effector protein from the symbiotic
fungus L. bicolor targets the host nucleus to settle compatibility
through poplar roots transcriptome modulation. Moreover, in
plant-oomycete interactions, the massive delivery of effector
proteins into the host nucleus has been observed [15,59].
Altogether, these studies raise interesting perspectives on the
ability of biotrophic eukaryote plant symbionts to perform
targeted modulations of host genetic programs.

scription

Conclusions

In this study, we performed a transcriptome analysis of carly
stages of poplar leafl infection by the rust fungus M. larici-populina
both during compatible and incompatible interactions. We
covered critical steps of the fungus biotrophic growth in the host,
when the first haustorial structures are formed ahead of typical
host defense responses.
approaches were used including 454 pyrosequencing and
oligoarrays to assess the accuracy of the expression data. At these
carly stages, only a few fungal transcripts were detected in planta
indicating that 454-pyrosequencing could not support investiga-
tion of fungal function. Nevertheless, carly-expressed candidate
effectors corresponding to probable rust pathogenicity determi-
nants were detected and will be targeted in future investigations.
We report the absence of induction of typical defense response
genes in infected poplar leaves before 48 hpi, which is contrasted
by a highly induced poplar sulfate transporter. This last
observation, in the light of our knowledge of biotrophy, is puzzling
and establishes a new correlative link between biotrophic growth
and host sulfate. PrSultr3;5 is also early induced in poplar roots
upon mdirect mnteraction with a symbiotic fungus (Le. pre-
symbiotic contact) and could represent a conserved mechanism
targeted by symbiotic and pathogenic biotrophs to settle compat-
ibility with poplar. Further functional investigations are now
needed to understand the role of PtSultr3;5 and more generally to
underpin how plant sulfate transport could play a role in plant-
microbe interactions.

somplementary large-scale expression

Materials and Methods

Biological Material, Infection Procedures and Time-course
Infection

Melampsora lanici-populina isolates 98AG31 (pathotype 3-4-7) and
93ID6 (pathotype 3-4), respectively virulent and avirulent on the

PLOS ONE | www.plosone.org
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hybrid P. trichocarpa x P. deltoides poplar cultivar ‘Beaupré’, were
used in this study. Urediniospores multiplication and poplar leafl
inoculation procedures were carried out as previously deseribed
[29] except that inoculations were performed on 5 cm” leaf disks as
reported in other studies [60-62]. For time-course infection
analyses, leal’ disks were harvested at 0, 12, 15, 18, 21, 24 and
48 hpi in compatible (C) and incompatible (I} interactions as well
as in mock-inoculated (water agar) condition (T). The 6 following
conditions were used for 454-pyrosequencing and oligoarrays: I g,
Loy, Loy, Cyg, Coy, Cyy (Fig. S1). All of these conditions were used
for RT-qPCR analyses. No biological duplication was performed.

RNA Extraction and cDNA Preparation

Total RNA extraction and quantity/quality control were
performed as previously described [29]. For 454-pyrosequencing
and oligoarray experiments, tagged double-strands (ds) cDNA
were synthesized with the SMARTer PCR ¢DNA Synthesis Kit
(Clontech, Saint-Germain-en-Laye, France), following manufac-
turer instructions, with 0.5 pg of starting total RNA and 19
cycles of PCR amplificaton in 25 pL. PCR products were
purified with the Quiaquick PCR Purification Kit (Qiagen,
Couteboeuf, France), quantified with a nanodrop 1000 spectro-
photometer (Labtech, Palaiseau, France) and their quality was
assessed by electrophoretic RNA profiling with an Experion
analyzer using the Experion RNA Standard-Sens analysis kit
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), For RT-qPCR experi-
ments, cDNA were synthesized using the 1Script ¢DNA
Synthesis Kit (Bio-Rad,) with 1 pg of total RNA and following
manufacturer instructions.

454-pyrosequencing and Oligoarrays

Sequences were generated from 5 ug of full-length ¢cDNA
using the 454-GS-FLEX Titamum pyrosequencing technology
on a Roche 454 Titanium sequencer (single read strategy) at the
CEA-Genoscope (Centre National de Séquencage, Evry, France;
http://www.genoscope.cns.fr/spip)  following  standard  proce-
dures recommended by Roche. Two half-plates were used:
one for the Iy, Ioy, Iy conditions mixed 1/3-1/3-1/3 together
with specific tags; and another one for the Cg Coy, Cyy
conditions mixed 1/3-1/3-1/3 together with specific tags. Raw
454-sequences are available upon request. The interest and use
of 454-sequences for complementary annotation of poplar and
poplar rust genomes are discussed in Text S3. Whole-genome
poplar oligoarrays were generated and hybridized at the
NimbleGen facilities (NimbleGen systems, Reykjavik, Iceland)
following standard protocols [29,51]. Microarray probe intensi-
ties were quantile normalized across chips, using the Arraystar
software (DNAStar, Inc., Madison, Wi, USA). The background
level was fixed at 150 (average 3-fold random probe intensities
across oligoarray hybridizations). The complete oligoarray
expression datasets are available at the NCBI GEO website as
series number GSE34802.

RT-gPCR

Specific primers were designed for targeted ‘Beaupré’ tran-
scripts and RT-qPCR were carried out as previously detailed on
technical duplicates [20]. Sequences gained by RNA-Seq were
used for primer design in order to avoid polymorphism bias during
alleles amplifications of the ‘Beaupré’ hybrid cultivar. Transcript
expression was normalized to the poplar ubiquitin reference
transcript [29] and calculated using the following equation:
Relative Expression = [(target gene primer efficiency) <]/
[(reference gene primer (?lﬁ(‘.i(‘.ll(‘.}u’)_(hl, where Ct i1s the number
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of PCR amplification cycles necessary for signal detection [63].
Primer sequences are presented in Table S2.

Bioinformatic Procedures for RNA-Seq Data Analysis

Raw reads were processed to remove SmartER adaptor
sequences and reads shorter than 70 pb were discarded. For the
contig-blast method, reads were assembled into contigs with the
Mimicking Intelligent Read Assembly (MIRA) program [64]
and blast homology searches were performed against both A/
larci-populina  (version 1.0, JGI website http://genome.jgi-psf.
org/Mellpl/) and P. trichocarpa (version 2.2, Phytozome website
http://www.phytozome.net/poplar) genome sequences. Contigs
were assigned to the reference genomes based on blast scores
and e-values, and ambiguous assignments were eventually
resolved by searching for plant or fungal homologs in
international databases as previously described [27]. All
assignments were validated by genome assignments with
GenomeThreader [65]. For the read-mapping method, reads
were aligned directly on P. trichocarpa and M. larici-populina
genome sequences using Program to Assemble Spliced Align-
ments (PASA, [34], http://pasa.sourceforge.net/) with default
parameters and GMAP as the program to align transcripts and
annotated coding sequences available at the P. trichocarpa and M.
larici-populina genomes websites. PASA included de novo assembly
on the genome considering available annotations and proposed
predictions for gene correction, gene creation as well as
identification of putative splicing variants (see Text S3).
Numbers of reads attributed to annotated genes at the six
time-points were retrieved using in-house scripts and reads’
numbers were normalized between the six conditions prior
further quantitative comparisons (Table 1). Expression analyses
and graphics were done with Excel for Mac (Microsoft) or R
version 2.9.2 (http://cran.r-project.org/). For a given transcript,
%RSD of the six expression values was calculated according to
the following equation: %RSD = [(standard deviation/average)
x 100]. Sequences were analyzed in Text Wrangler version 2.3
(Bare Bones Software, Inc.) and Tablet version 1.10.05.21 [66].
Alignments were performed with the Multalin online software
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). The Functional Cat-
alogue (FunCat) version 2.1 was used for classification of genes
with slight modifications within categories [67]. Read and contig
sequences as well as PASA outputs (ie. gene model re-
annotation as well as identification of alternative splicing and
of allelic polymorphism) are available upon request. Saturation
curves were performed with Analytic Rarefaction software
version 2.0 (http://www.huntmountainsoftware.com/).

Supporting Information

Figure S1 Experimental design and bioinformatic proce-
dure summary. (A) Experimental design of the time-course
infection. All conditions and time-points were used for standard
c¢DNA synthesis and subsequent RT-qPCR, whereas the 6 conditions
highlighted in black (Iig, Lo, Ios, Cig, Cos, Cug) were used for
hybridization on poplar oligoarrays and for tagged cDNA synthesis
and subsequent 454-pyrosequencing as depicted in b. (B) Summary
of the bioinformatic procedure and analyses performed in the study.

(11F)

Figure S2 Read and contig length distribution.

(T1F)

Figure S3 RNA-Seq data analysis methods comparison.

RNA-Seq mean expression levels are Ln-transformed.

(TIF)
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Figure S4 RNA-Seq coverage of the poplar transcrip-
tome. (A) Distribution of RNA-Seq reads among the 21,311
expressed poplar transcripts. The black rectangle highlights the
subset of 1,909 highly expressed (HE) transcripts considered for
quantitative analyses. (B) Average saturation curve of the poplar
transcriptome by RNA-Seq.

(L1F)

Figure S5 Correlation between RNA-Seq, oligoarrays
and RT-qPCR normalized expression levels for 12
selected validated highly expressed (VHE) transcripts
(listed in Table S2).

(TTE)
Figure S6 Dot-plot of the 285 most-expressed tran-

scripts on oligoarrays (average expression values above
20,000) and corresponding RNA-Seq expression values.
(T1F)

Figure S7 Percentage-relative standard deviation
(YoRSD) distributions. (A) %RSD for RNA-Seq expression
levels of the 1,794 validated highly expressed (VHE) transcripts.
(B) %RSD of oligoarray expression levels of the 1,794 VHE
transcripts. Arrows in (A) and (B) indicate values of the fungal-
induced sulfate transporter (PtSultr3;5, Poptr_0006s16150).

(TTE)

Figure S8 Functional Catalogue (FunCat) classification
of the 1,794 validated highly expressed (VHE) tran-
scripts. (A) Distribution of FunCat categories. Values represent
percentage of the 1,794 VHE transcripts. (B) Average expression
levels in FunCat categories. (C) Average percentage-relative
standard deviation (%RSD) in FunCat categories.

(TTE)

Figure S9 Transcriptional levels of the phenylpropa-
noid pathway transcripts in poplar leaves infected by M.
larici-populina.

(T1TE)

Figure S10 Alignment of selected plant sulfate trans-
porters homologous to PtSultr3;5. Amino acid sequences of
PtSultr3;5 (Populus trichocarpa, POPTR_0006s16150.1), Beaupré-9
(contig C48-Irc9, P. trichocarpa x Populus deltoides ‘Beaupré’),
Beaupré-124  (contig C48-Irc-124, P. trichocarpa x P. deltoides
‘Beaupré’), AtSultr3;5 (Arabidopsis thaliana, At5g19600), NCBI ID
117557144 (PtaSultr3;5, Populus tremula x Populus alba), NCBI 1D
255549068 (Ricinus communis), NCBI ID 225445290 (Vitis vinifera),
NCBI ID 45720463 (Brassica oleracea), NCBI 1D 297812143
(Arabidopsis lyrata) and SST1 (Lotus japonicus). Asterisks indicate
polymorphic residues between ‘Beaupré’ alleles and the double-
head arrow marks additional predicted amino acids in the P.
trichocarpa ‘Nisqually-1" genome discussed in Test S3.

(TTE)

Table S1 Summary table of expression, annotation and
sequence data used in the study for poplar genes.

(Z1P)
Table S2 List of primers used in this study.
(XLS)

Text S1 Uncorrelated oligoarray/RNA-Seq transcript
expression.

(DOC)

Text S2 Functional classification of the 1,794 poplar
validated highly expressed (VHE) genes.
DOC)
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Text S3 Interest and use of 454-sequences for comple-
mentary annotation of poplar and poplar rust genomes.
(DOC)
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