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SOMMAIRE 

Les plantes sont constamment confrontees aux maladies, causees par differents types 

d'agent pathogenes tels que les champignons, virus et bacteries. Ces maladies constituent 

un lourd fardeau pour 1'agriculture et l'industrie agroalimentaire. Pour lutter contre ces 

agents pathogenes, les plantes sont capables de reconnaitre des signaux produits au 

moment ou l'agent pathogene debute son action. Ces signaux activent le systeme 

immunitaire de la plante et lui permettent ainsi de se proteger contre ses agresseurs. 

Cependant, de plus en plus d'etudes montrent que certains agents pathogenes detournent 

le mecanisme immunitaire de la plante pour pouvoir l'envahir. Cette strategic constitue 

un nouveau moyen de virulence. L'objectif de cette these consistait done a etudier les 

facteurs qui controlent le pouvoir pathogene chez Botrytis cinerea. Tout d'abord, nous 

avons montre que B. cinerea manipule les voies de signalisation qui menent a la mise en 

place de la reaction hypersensible pour installer sa maladie. En fait la pourriture grise 

causee par B. cinerea chez Nicotiana benthamiana, necessite la presence des deux 

regulateurs de la reaction hypersensible chez la plante, EDS1 et SGT1. Pour resister a B. 

cinerea, la plante active la voie de l'acide jasmonique (AJ), incluant l'expression des 

inhibiteurs de proteinases PI I et II. Cependant, pour contourner cette immuno-reaction 

innee de la plante, B. cinerea a developpe une strategic sophistiquee qui lui permet de 

manipuler l'effet antagoniste qui existe entre les voies de l'acide salicylique (AS) et l'AJ 

et ainsi instaurer sa maladie. Enfin, nous avons montre que l'accumulation d'une 

phytoalexine : la scopoletine dans une espece et un cultivar de tabac (N. sylvestris et N. 

tabacum cv Petit Havana) est correlee avec la resistance contre B. cinerea. La scopoletine 

inhibe la germination des spores, mais elle n'a pas d'effet significatif sur la croissance du 

mycelium de B. cinerea. Le mycelium est plus virulent que les spores sur le cultivar 

resistant N. tabacum cv Petit Havana. En effet, a la difference des spores, le mycelium de 

B. cinerea est capable de detoxifier ou degrader la scopoletine. En comparaison avec les 

spores, le mycelium est aussi capable d'empecher l'accumulation des proteines PR. Une 

meilleure comprehension des mecanismes qui regissent l'interaction entre B. cinerea et 

ses plantes notes, pourrait aider a la decouverte de moyens de lutte plus respectueux pour 

l'environnement. 
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Introduction 

INTRODUCTION 

Les plantes sont en permanence exposees a des infections par des agents pathogenes. Ces 

agresseurs sont de nature tres variee. II peut s'agir de champignons, de bacteries, de virus, 

de viroi'des, de nematodes, de protozoaires et meme d'autres plantes parasitaires (Dreher 

et Callis, 2007). En contrepartie, les plantes sont equipees d'un arsenal de mecanismes de 

defense pour se proteger contre les agents pathogenes. Pendant leur vie, les plantes sont 

confrontees a de nombreux envahisseurs avec differents types d'infection. Neanmoins, 

elles ont elabore au cours de leur evolution des moyens de defense qui leur permettent de 

s'adapter afin de contrer efficacement les agressions. Ainsi, suite a une infection 

dependamment de l'agresseur, les plantes vont declencher un remaniement rapide de 

l'expression des genes afin de moduler certaines voies metaboliques et induire des 

reponses de defense appropriees (Phillips et ah, 2007), faisant que l'apparition d'une 

maladie est plus l'exception que la regie. Cependant, lorsque les mecanismes de 

resistance des plantes sont inefficaces contre un agent pathogene, celui-ci reussit a 

infecter son hote et il en resulte le developpement d'une maladie. 

Les maladies causees par les agents phytopathogenes constituent un lourd fardeau pour 

l'agriculture et l'industrie agroalimentaire. Ces agresseurs sont a l'origine de pertes 

economiques considerables, pres de 20 a 40% des recoltes sont perdues suite au 

developpement d'agents microbiens (selon l'Organisation Mondiale de la Sante). 

Actuellement, l'epandage des pesticides de synthese demeure la methode privilegiee et la 

plus utilisee pour lutter contre ces agents ravageurs. Ces produits chimiques sont 

consideres comme Tarme la plus efficace pour faire face a ces problemes. 

A l'echelle mondiale, environ 600 pesticides sont utilises couramment, mais plus de 1600 

composes ont ete commercialises a un moment ou a un autre (Lebailly et ah, 2007). 

Cependant, ces substances ont des consequences nefastes sur renvironnement comme 

l'accumulation de residus de pesticide, la pollution des sols et le desequilibre ecologique, 

du au fait que beaucoup de ces composes de synthese ont un large spectre d'action, 
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Introduction 

detruisant non seulement les agents nuisibles, mais egalement les autres populations de 

l'ecosysteme (Thakore 2006). En outre, de nombreux problemes de sante humaine 

seraient lies aux pesticides. En effet, de plus en plus d'etudes revelent une tres forte 

augmentation de certains cancers (prostate et pancreas) chez les personnes en contact 

chronique avec des pesticides (Clary et Ritz 2003 ; Settimi, 2003; Bassil et al, 2007). De 

plus, il semble que les pesticides sont de moins en moins efficaces pour traiter les 

infections causees par des agents pathogenes chez les plantes en raison de Tapparition de 

mecanismes de resistance chez ces agresseurs. Ceci se traduit par des couts eleves pour 

traiter les plantes et pour amortir les pertes financieres occasionnees par les maladies, en 

plus de representer un danger pour l'environnement et la sante. 

Depuis quelques annees, la connaissance des mecanismes de defense des plantes a 

nettement progresse. Ce qui a conduit les chercheurs a etudier la mise au point de 

nouveaux outils de lutte notamment le developpement des mecanismes naturels de 

resistance des plantes vis-a-vis de leurs ravageurs. Ceci ouvrira la voie a de nouvelles 

strategies de lutte moins nocives pour l'environnement et la sante humaine. 

1. Interaction plante-agent pathogene 

1.1 Reconnaissance de l'agent pathogene par la plante 

Les plantes ne disposent pas de cellules defensives mobiles comme c'est le cas chez le 

regne animal. Leur defense est plutot basee sur l'immunite innee de chaque cellule et les 

signaux systemiques emanant des sites d'infection. 

La reconnaissance du micro-organisme pathogene par la plante et l'induction des 

mecanismes de defense sont initiees par la perception de molecules appelees eliciteurs. 

Les eliciteurs peuvent etre attribues a une large gamme de microorganismes (les eliciteurs 

generaux) ou etre specifiques a un agent pathogene (les eliciteurs race-specifiques). 

Les travaux recents de plusieurs groupes de recherche ont montre que les eliciteurs 

generaux declencheraient un premier type de reponse de defense basale qui serait 
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Introduction 

insuffisant pour stopper la progression de la maladie tandis que les eliciteurs specifiques 

seraient responsables de la mise en place rapide d'une deuxieme serie de reponses de 

defense solides plus efficace contre la proliferation des agents pathogenes (Jones et 

Dangl, 2006). Ces deux mecanismes inductibles de defense sont distincts mais 

probablement interconnectes (Chisholm et al, 2006, Jones et Dangl 2006) 

1.1.1 Les eliciteurs generaux 

Les eliciteurs generaux ou PAMPs (pour Pathogen-Associated Molecular Patterns) sont 

des motifs moleculaires endogenes ou exogenes qui peuvent s'exprimer de maniere 

conservee dans le cadre d'interactions plante-agent pathogene et sont capables au moins 

d'induire une resistance basale chez la plante (Bent et Mackey, 2007; Dangl et Jones, 

2001; Mackey et McFall, 2006; van Ooijen et al, 2007). Parmi les PAMPs, les 

lipopolysaccharides (LPS) font partie des constituants majeurs des bacteries a Gram 

negatif. Ces molecules peuvent etre reconnues par la plante et engendrent 1'activation des 

voies de signalisation permettant la mise en place de defense (Zeidler et al, 2004). Les 

oligosaccharides, les peptides et les glycoproteins font partie aussi des PAMPs 

(Montesano et al, 2003). Les oligosaccharides sont subdivises en trois categories : les 0-

glucanes et les oligochitines, qui composent la paroi cellulaire des champignons, ainsi 

que les oligogalacturonides, issus de la paroi cellulaire des plantes lors de la degradation 

enzymatique par l'agent pathogene (Parker, 2003; Shibuya et Minami, 2001). La 

flagelline (peptide flg22), composante majeure de l'organe permettant le deplacement des 

bacteries mobiles, est l'exemple de PAMPs le plus documente. L'acide arachidonique, la 

glycoprotein Pep-13, le peptide infl de Phytophtora infestans ou encore l'ergosterol 

retrouve chez les champignons sont d'autres exemples de PAMPs (Huckelhoven, 2007). 

1.1.2 Les recepteurs d'eliciteurs generaux 

La reconnaissance de ces PAMPs se fait via des recepteurs transmembranaires (PRR) 

(Jones et Dangl 2006). Seulement trois PRRs ont ete identifies : FLS2, EFR et LeEix, qui 

reconnaissent respectivement le motif flg22 de la flagelline bacterienne, le facteur 

d'elongation Tu (EF-Tu) bacterien et un derive d'une xylanase fongique. 
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1.1.3 Les eliciteurs specifiques 

De nombreux genes codant pour des effecteurs d'agents pathogenes ont ete clones et 

leurs produits ont ete caracterises chez les champignons, les virus et les bacteries. (Birch 

et al, 2006 ; De Wit, 1997, Ellis et ai, 2000; Ellis et al, 2007 ; Ridout et al, 2006). 

Contrairement aux proteines R, ces effecteurs sont de nature tres variee et ne semblent 

pas posseder de similarite entre eux. Pour un nombre croissant d'entre eux, une fonction 

de virulence a pu etre mise en evidence (Ridout et al, 2006 ; Rosebrock et al, 2007; 

Sohn et al., 2007). 

Chez les champignons, la plupart des proteines Avr comportent un peptide signal qui 

permet leur excretion dans l'apoplaste ou un motif RxLR qui permet leur importation 

dans la cellule vegetale par endocytose. Certaines proteines Avr ne possedent ni peptide 

signal ni motif RxLR (Bent et Mackey, 2007; Grant et al., 2006). Les mecanismes par 

lesquels ces proteines sont introduites a l'interieur des cellules vegetales sont peu connus 

(Jones et Dangl, 2006). A ce jour, 16 genes Avr eucaryotes ont ete clones. Ces genes 

proviennent principalement de Cladosporium fulvum, Magnaporthe grisae, Melampsora 

lini et Phytophtora infestans. 

Chez les bacteries, les proteines Avr sont generalement injectees dans le cytoplasme de la 

cellule vegetale via le systeme de secretion de type HI bacterien (TTSS). Les proteines 

Avr clonees, plus d'une trentaine a ce jour, proviennent surtout de Pseudomonas syringae 

et de Xanthomonas campestris (Chisholm et al., 2006; Jones et Dangl, 2006). Lorsqu'ils 

sont exprimes dans des hotes susceptibles, ces effecteurs suppriment les defenses ou 

modulent le metabolisme de leur hote a leur avantage. Par exemple, AvrPto et AvrEl 

suppriment la deposition de la callose implique dans le renforcement de la paroi 

cellulaire. AvrRpml, AvrRpt2 et AvrPtoB suppriment la reaction hypersensible (RH). 

D'autres effecteurs modulent les reponses liees a l'AJ et a l'ethylene, ou encore 

suppriment la resistance basale (Grant et ai, 2006). 

Chez les virus, le systeme le mieux connu est l'interaction entre le virus de la mosai'que 

du tabac (VMT) et le tabac, Nicotiana sylvestris. Dans cette interaction, la proteine de la 
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coque du VMT induit une RH chez N. sylvestris possedant le gene de resistance N' 

(Knorr et Dawson, 1988). Le deuxieme gene d'avirulence virale identifie code pour une 

proteine de la capside. La proteine de la capside du virus X de la pomme de terre (PVX) 

est quant a elle reconnue par la proteine de resistance Rx de la pomme de terre (De Wit, 

1997; Jones et Dangl, 2006). Tous ces genes d'avirulence, bacteriens, fongiques ou 

viraux, codent en general pour des proteines a activite elicitrice de reponses de defense et 

inductrice d'une reaction hypersensible chez les plantes portant le gene de resistance 

correspondant. 

Ces proteines n'ont pour la plupart pas de fonction connue, a l'exception de quelques-

unes d'entre elles possedant une activite enzymatique (Chisholm et al, 2006). Par 

exemple, certains effecteurs fongiques relaches dans l'apoplaste servent a contrer l'effet 

des composes antimicrobiens excretes par la cellule vegetale lors de la resistance basale 

(Robatzek, 2007). De leur cote, les proteines Avr virales peuvent jouer un role dans la 

replication, la synthese de la capside et le mouvement viral ou etre des effecteurs qui 

suppriment le PTGS (Post-Transcriptional Gene Silencing) (Bent et Mackey, 2007; 

Chisholm et al, 2006 Ellis et al, 2000) 

Dans certains cas, une reduction de la virulence de l'agent pathogene a ete observee 

lorsque le gene d'avirulence est mute (Vera Cruz et al, 2000; Van der Hoorn et al, 2002; 

Ritter et Dangl, 1995). 

1.1.4 Les recepteurs d'eliciteurs specifiques 

Un grand nombre de proteines de resistance (proteines R) ont ete identifiees chez 

differentes plantes, en particulier chez plusieurs Solanacees (tomate, pomme de terre, 

poivron et le tabac), le lin et les cereales (riz, ble, orge) ainsi que chez Arabidopsis 

thaliana. Ces Proteines R se divisent en plusieurs classes mais la majeure partie d'entre 

elles sont intracellulaires et represented les proteines de la classe I responsables de la 

perception des effecteurs comme les proteines Avr des champignons, virus et bacteries. 

Elles possedent un domaine NB (Nucleotide Binding) capable de lier et d'hydrolyser 

l'ATP ainsi qu'un large domaine C-terminal constitue de motifs repetes riches en leucine 

5 



Introduction 

(LRR). Elles possedent d'autre part en N terminal un domaine homologue au recepteur 

Toll de la Drosophile et au recepteur de l'interleukine-1 chez 1'humain (TIR) ou d'un 

domaine de dimerisation en torsade d'helices hydrophobes (CC). La deuxieme classe 

regroupe des proteines R constitutes d'un domaine LRR extracellulaire (eLRR) et d'une 

ancre membranaire. La portion C terminale peut etre une courte queue cytoplasmique 

(RLP) ou une proteine serine threonine kinase (RLK) (figure 1). Les proteines les mieux 

caracterisees de cette classe sont les proteines Cf de la tomate, qui penjoivent les 

proteines Avr du champignon C. fulvum (Chisholm et al, 2006; De Young and Innes, 

2006; van Ooijen et al, 2007). 

Dans la troisieme classe de proteines R, on retrouve la proteine Pto de la tomate qui 

presente un domaine serine-threonine kinase cytoplasmique. La proteine Pto interagit 

directement avec son partenaire issu de Pseudomonas syringae, AvrPto, mais son activite 

necessite Prf, une proteine NB-LRR (Salmeron et al, 1996). Pour finir, la derniere classe 

provient de 1'identification du gene de la resistance du mildiou poudreux 8 (RPW8) 

d'Arabidopsis, qui code pour un domaine d'ancrage membranaire et un CC 

cytoplasmique (Xiao et al, 2001). 

Les mecanismes d'activation des NB-LRR sont encore mal connus. Les LRR agissent 

probablement comme des regulateurs negatifs qui interferent avec l'inactivation 

inappropriee de NB dans une conformation de la molecule maintenue a l'aide de 

chaperonnes (Holt et al, 2005). Cependant la fonction des differents domaines des 

proteines NB-LRR, leurs interactions intramoleculaires et leur role dans le controle de 

1'activite de la proteine R font l'objet de nombreux travaux de recherche (Moffett et al, 

2002; Leister et al, 2005; Rairdan et Moffett, 2006; Sacco et al, 2007). De nombreuses 

proteines comme RAR1, SGT1 et HSP90 peuvent interagir physiquement avec plusieurs 

proteines NB-LRR et sont necessaires pour leur bon fonctionnement. Ces regulateurs 

semblent etre en grande partie exigees pour la stabilite de ces proteines (Bieri et al, 

2004; Holt et al, 2005; Hubert et al, 2003;). 

L'identification des effecteurs et des proteines R correspondantes a permis de mieux 

comprendre les mecanismes de reconnaissance et de detection de ces effecteurs par les 
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proteines R. Deux types de mecanismes de reconnaissance sont proposes. Le premier est 

base sur une interaction directe entre les proteines R et les proteines d'avirulence Avr 

correspondante (figure 2A). Ce mode d'interaction a ete demontre experimentalement 

(Keen, 1990; Staskawicz et ai, 1995; Cook, 1998; Dodds etal, 2006). 

Cependant, il semble que dans la majorite des cas, les proteines R ne se lient pas 

directement a l'effecteur mais qu'elles le detectent de fagon indirecte. Un modele est 

propose ou les proteines R fonctionnent en tant que garde des proteines notes qui sont 

ciblees par les effecteurs selon l'hypothese de garde, laquelle est bien acceptee et 

soutenue par un nombre croissant d'evidences dans la litterature (figure 2B) (Dangl et 

Jones, 2001 ; De Young et Innes, 2006). 

D LRR 
• NB 
• ARC1 
Q ARC2 

• cc 
• TIR 
O Kinase 

Domaine 
LRR 

cc 
TIR 

NB ; 

kinase 

Signification 
sequence riSpdt̂ e riche en 
leucine 

domaine de dimerisation en 
torsade d'heiices 
domaine homologue au 
r^cepteur Toll de Drosophila 
et au recepteur de 
Pinterleukine-1 chezl'humain 
domaine de liaison a un 
nucleotide 
Serine/threonine Kinase 

Fonction 
Interactions 
proteine/proteine, 
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l'eiiciteur, 
Multimeriastion des 
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transduction dulsignal 

fixation et hydrplyse de 
1'ATPouduGTP, 
phosphorylations, 
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Figure 1: Les classes de proteines de resistance. Les proteines R sont classees en 

fonction de 1'organisation de leurs domaines. La vaste majorite des proteines R sont des 

proteines de type NB-LRR cytosoliques contenant un domaine N-terminal de type TIR ou 

CC (TNL ou CNL). En deuxieme ordre d'importance, on retrouve des proteines R 

contenant un domaine de type LRR extracellulaire (eLRR) ancre a la membrane (RLP et 

RLK). (Tire de van Ooijen et ai, 2007). A droite, un tableau recapitulatif de la fonction 

de chaque domaine constituant les proteines de resistance. 
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La proteine Avr est a priori un effecteur implique dans la virulence et possede done une 

cible cellulaire. En manipulant cette cible cellulaire, 1'effecteur contribue au succes de 

l'infection chez les h6tes susceptibles. Or, chez les notes resistants, la cible cellulaire est 

surveillee (par une proteine R) et sa modification par l'effecteur de l'agent pathogene 

entraine 1'activation de la proteine R qui active a son tour la resistance. Ainsi, la proteine 

R ne reconnait pas directement la proteine Avr de l'agent pathogene, mais plut6t son effet 

sur la cellule (la proteine ciblee), ce qui implique qu'elle est associee a la cible cellulaire 

de la proteine Avr (Mackey et al, 2002; Nimchuk et al, 2003; Jones et Dangl, 2006). 

/ ^ A : Detection directe de 
/ l'agent pathogene 

Reponse de defense • 

B: Detection indirecte de 
l'agent pathogene 

® <S ® 
Domaine Domaine Domaine Phosphate ADP ATP Effecteur de Cible 

N-terminale NBS LRR l'agent pathogene 

Figure 2: Modeles d'activation directe et indirecte des proteines R. A: interaction 

directe entre la proteine R et l'effecteur de l'agent pathogene. B : hypothese de garde : 

interaction indirecte entre la proteine R et l'effecteur de l'agent pathogene. Dans les deux 

cas, la perception de l'effecteur ou de la cible cellulaire altere la structure de la proteine 

R, ce qui permet l'echange de 1'ADP pour un ATP. La liaison de l'ATP au domaine NB 

favorise la creation de site de liaison pour les proteines de signalisation situees en aval. 

La dissociation de l'effecteur ou de la cible et l'hydrolyse de l'ATP permet a la proteine 

R de retourner a son etat inactif initial. (Tire de De Young et Innes, 2006) 
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1.2 Mecanisme de reconnaissance de l'agent pathogene 

Selon Chisholm et al. (2006) la perception de micro-organismes a la surface de la cellule 

vegetale par des recepteurs extracellulaires qui sont en realite des molecules conservees 

chez un grand nombre d'agent pathogene baptise PAMPs, declenche un premier type de 

reaction immunitaire appelee: PTI (immunite induite par le motif moleculaire associe a 

l'agent pathogene «PAMP triggered immunity*, aussi connue sous le nom d'eliciteurs 

generaux). La reconnaissance de ces motifs (figure 3) se fait via des recepteurs 

transmembranaires (PRR) (Jones et Dangl 2006). En effet la PTI suffit sou vent a bloquer 

l'infection, mais les agents pathogenes ont developpe des moyens d'echapper ou de 

supprimer cette resistance basale, par exemple, en secretant des proteines effectrices qui 

sont capables de penetrer dans les cellules hotes, d'alterer la signalisation et de provoquer 

la susceptibilite (Grant et al, 2006 ; Fujikawa et al, 2006; He et al., 2006; Melotto et al, 

2006; Nomura et al, 2006; de Torres-Zabala et al, 2007). 

Cette capacite de delivrer des proteines dans la plante est une caracteristique generate des 

agents phytopathogenes, qui vont interferer avec les PTI pour mener a l'ETS (Sensibilite 

induite efficace «effective-triggered susceptibility*) etablissant ainsi une relation de 

virulence (figure 3). 

D'autre part les plantes ont developpe une deuxieme serie de defense nommee ETI 

(Immunite induite par l'effecteur «effector triggered immunity*) pour detecter ces 

effecteurs (figure 3). Ces ETI sont des proteines de resistance (proteines R) specifique a 

des plantes particulieres (De Young et Innes, 2006). 

La resistance ETI est etudiee depuis plusieurs annees grace a 1'identification des genes R. 

Ces genes R ont ete definis par Flor qui a etudie les interactions entre le lin et l'agent 

pathogene fongique Melampsora lini. H est le premier a avoir developpe le concept de 

reconnaissance gene pour gene (Flor, 1971), ou le produit d'un gene R va specifiquement 

reconnaitre un effecteur particulier, qui des sa detection n'aura plus de fonction de 

virulence et correspond done a une proteine dite d'avirulence. Cette reconnaissance induit 

ainsi une seconde vague de reponse de defense ou immunite secondaire (Liu et al, 2004). 
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Divers mecanismes de defense peuvent etre inities par 1'interaction gene-pour-gene, tel 

que le renforcement de la paroi cellulaire, 1'accumulation de proteines reliees aux agents 

pathogenes (proteines PR), la production de phytoalexines et l'apparition d'un type de 

mort cellulaire programmee (MCP) appelee reaction hypersensible (RH) (Dangl et Jones, 

2001; Greenberg, 1997). 

Haut PTI ETS ETI ETS ETI 

Seuil pou r ia RH 

Avr-R 

© ^ -

Seui i pour une 
resistance eff icace 

Bas : A 

" - A O X O ' . : - -
V A v : : PAMPs ' 

Figure 3: Modele Zigzag representant le developpement de la resistance ou la 

sensibilite dependante de [PTI - ETS + ETI]. La reconnaissance des PAMPs par les 

recepteurs transmembranaires (PRR) induit un premier type de reaction immunitaire PTI 

(PAMP triggered immunity). Dans la phase 2, les agents pathogenes produisent des 

effecteurs capables de supprimer ou de contourner l'immunite basale PTI pour mener a 

l'ETS (Effective-Triggered Susceptibility) etablissant ainsi une relation de virulence 

entrainant la susceptibilite de la plante a 1'agent pathogene. Dans la phase 3, les plantes 

ont developpe une deuxieme serie de defense nommee ETI (Effector Triggered 

Immunity) pour detecter les effecteurs. Dans la phase 4, 1'agent pathogene modifie ou 

elimine le gene Avr, de sorte que le produit du gene R ne reconnait plus le produit du 

gene Avr qui lui est specifique. La plante est a nouveau susceptible a 1'agent pathogene et 
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il en resulte l'etablissement de la maladie. Eventuellement, le cycle reprend, lorsqu'un 

nouveau gene R est produit pour reconnaitre un nouvel effecteur entrainant ainsi une 

deuxieme ETI (Tire de Jones et Dangl 2006). 

Ces defenses tardives constituent les principales responsables de la resistance efficace de 

la plante a l'agent pathogene et sont done indispensables pour empecher la mise en place 

de la maladie. 

Ces premieres et deuxiemes vagues de reponses dependent respectivement des eliciteurs 

generaux PAMPs et specifiques. Mais, il est difficile de reunir les connaissances sur la 

transduction de signal menant a l'activation des reponses de defense avec le modele 

actuel de resistance, car les distinctions entre les cascades de transduction induites lors de 

la resistance basale et secondaire n'ont pas ete delimitees (Bent et Mackey, 2007). Les 

cascades de transduction de signaux enclenchees par les deux types d'eliciteurs semblent 

se chevaucher et impliquer certaines reponses cellulaires communes, mais celles-ci ne 

sont pas encore bien elucidees. II a ete suggere que la nature de la resistance basale et de 

la resistance secondaire different principalement par la robustesse de leurs reponses et le 

moment de leur apparition lors de 1'interaction note-agent pathogene (He et ah, 2007). 

1.3 Transduction du signal precoce induit par la reconnaissance de l'agent 

pathogene 

Les differents evenements de transduction de signaux impliques dans les reponses de 

defense aux agents pathogenes font intervenir de nombreux interacteurs. Le dialogue 

entre ces evenements est preponderant tout au long de la mise en place de la resistance : 

les cascades de signalisation se chevauchent, agissent en synergie ou en antagonismes et 

se modulent entre elles. Les reponses cellulaires precoces les plus frequentes sont des 

mecanismes de phosphorylation et de dephosphorylation, des modifications de flux 

ioniques et la production d'especes activees de l'oxygene (EAO). Ces reponses cellulaires 

peuvent varier en fonction du modele etudie. 
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1.3.1 Proteines G 

Dans les systemes animaux et vegetaux, les proteines G heterotrimeriques (GTP-binding 

protein) sont generalement associees a des recepteurs membranaires dont la stimulation 

induit une augmentation de Factivite des proteines G. Chez les plantes, de nombreux 

groupes de recherche ont montre une implication directe ou indirecte des proteines G 

dans la transduction du signal et l'induction des reactions de defense (Assmann, 2002; 

Park et al, 2000; Scheel, 1998; Zhang et al, 2008). En effet, le mastoparan, un 

activateur de proteines G, induit une accumulation du peroxyde d'hydrogene dans des 

cellules de soja (Legendre et al. 1992). Cette molecule induit egalement une entree 

massive des ions calcium dans les cellules de tabac (Chandra et al, 1997). De meme, lors 

de F interaction entre le champignon Cladosporium fulvum et la tomate, les evenements 

precoces comme F activation de FATPase membranaire, de la NADPH oxydase, des 

canaux calciques et d'une peroxydase dependent tous des proteines G (Vera-Estralla et 

al, 1994;Gelli^a/., 1997). 

Des etudes genetiques et biochimiques ont montre que les proteines G sont impliquees 

dans le flux des cations et anions aussi que dans la flambee oxydative (Wang et al, 2001; 

Assmann, 2002) 

Recemment, il a ete montre chez des mutants negatifs pour le recepteur de flg22, FLS2, 

que la flg22 inhibe la regulation de F entree ou la sortie des ions K+. De meme la flg22 

est incapable d'eliciter ce mecanisme chez les mutants negatifs de la proteine G, GPA1 

(Zhang et al, 2008) 

1.3.2 Reactions de phosphorylation et de dephosphorylation 

II est admis que les kinases et les phosphatases jouent un role important dans le lien entre 

differents composants de signalisation et Finteraction entre les differentes voies de 

signalisation (Lebrun-Garcia et al., 1998; Lecourieux et al, 2000). Des les premieres 

etapes de la perception de Feliciteur, des proteines kinases et phosphatases 

contribueraient, avec les proteines G et les adenylates cyclases, a Finflux initial de 

12 



Introduction 

cations et a la flambee oxydative (Scheel, 1998). Elles permettent aussi une amplification 

efficace du signal initial. La phosphorylation et la dephosphorylation sont importantes 

pour l'activation ou l'inactivation d'un grand nombre de proteines kinases ou enzymes 

essentiels a la vie de la cellule (Zhao et al., 2005 ; Ptacek et Snyder, 2006 ; Dahan et al., 

2009). 

La cryptogeine est une proteine elicitrice de 10 kD secretee par Phytophtora cryptogea, 

un agent pathogene avirulant de Nicotiana tabacum. Elle induit dans un delai de 5 

minutes la phosphorylation d'environ 20 polypeptides, ce processus etant en partie sous 

l'effet d'un afflux primaire des ions de calcium a travers la membrane plasmique 

(Lecourieux et al., 2000; Wendehenne et al, 2002). La cryptogeine induit egalement 

l'activation de MAPK (Mitogen-activated protein kinase), y compris les SIPK (SA-

induced protein kinase), les WIPK (Wound-induced protein kinase) et les Ntf4 (une autre 

MAP kinase qui participe a la mise en place de la RH) (Ren et al, 2006). De meme 

Wendehenne et al. (2002) ont montre que la cryptogeine active une proteine kinase de 

42kD fonctionnant en aval des flux ioniques. Par consequent, les inhibiteurs de la 

proteine kinase suppriment l'ensemble des reponses cellulaires classiquement observees 

suite au traitement par la cryptogeine (Droillard et al., 1997;.Garcia-Brugger, et al., 

2006). Dans ce sens, des etudes pharmacologiques avec ces inhibiteurs ont montre que 

ces produits entralnent des modifications d'autres evenements impliques dans les 

reactions de defense, incluant l'inhibition de 1'accumulation des especes activees de 

l'oxygene, l'activation de certaines proteines kinases, la reaction hypersensible, 

l'accumulation de l'ethylene, l'activite phenylalanine ammonia-lyase, l'activation de 

certains genes de defense et l'accumulation des phytoalexines (Felix et al., 1991; Jabs et 

al, 1997; Allwood et ah, 1999; Cheng et al., 2001). A l'oppose, les inhibiteurs de 

proteine phosphatase (PP) induisent certaines reactions de defense en absence d'eliciteur. 

La calyculine induit une alcalinisation du milieu extracellulaire avec une 

hyperphosphorylation de proteines sur des cellules de tomate (Felix et al, 1994) ou une 

alcalinisation du milieu extracellulaire et un stress oxydatif sur des suspensions 

cellulaires de tabac (Mathieu et al, 1996) alors que l'acide okadaique initie un stress 

13 



Introduction 

oxydatif (Chandra et Low, 1995) et une accumulation de phytoalexines sur des 

suspensions cellulaires de soja (MacKintosh et al, 1994). 

Un des evenements principaux des voies de transduction du signal eliciteur est la 

transcription de nombreux genes, qui vont coder entre autres pour des produits a activite 

antimicrobienne. L'activation de facteurs de transcription est un niveau de regulation 

supplementaire ou la phosphorylation de proteines intervient. L'exemple le plus 

demonstratif est fourni apres 1'interaction de 1'eliciteur AvrPto de Psedomonas syringae 

et le recepteur cytoplasmique kinase Pto (Scofield et al, 1996; Tang et al., 1996). Cette 

interaction stimule la phosphorylation de ses substrats dont les facteurs de transcription 

Pti4, 5 et 6 et la serine/threonine kinase Ptil (Gu et ai, 2000), ce qui correspond 

certainement au debut d'une cascade de phosphorylation conduisant au stress oxydatif et 

a la reaction hypersensible (Bogdanove et Martin, 2000). 

De meme, en aval du complexe AvrPto-Pto, l'activation de la cascade des MAPKs est 

egalement initiee rapidement chez les plantes resistantes (Pedley et Martin 2004) 

1.3.3 Flux ioniques au travers de la membrane plasmique 

En reponse a la detection d'un agent pathogene, l'un des premiers changements 

metaboliques impliques dans la transduction de signal est la modification des influx et 

des efflux ioniques. Ces flux ioniques sont dus a l'activation de canaux ioniques comme 

le montre differentes experiences realisees en utilisant des antagonistes de canaux 

ioniques animaux sur des cellules vegetales (Boiler, 1995 ; Zimmermann et al., 1997). 

Apres la reconnaissance de 1'eliciteur, les canaux ioniques s'ouvrent et permettent 

l'entree massive de Ca2+ et de K+, de meme que la sortie d'ion CI" (Jabs et al., 1997). Les 

anions relaches dans l'apoplaste contribuent a l'alcalinisation du milieu extracellulaire et 

favorisent ainsi la production du H2O2 par la cellule vegetale. 

Les ions calcium, en particulier, ont un role essentiel dans la cascade de signalisation 

puisqu'ils interviennent a titre de second messager et sont impliques dans la majorite des 

evenements de transduction de signal menant a 1'immunite de la plante contre les agents 
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pathogenes (Ali et al, 2007). L'utilisation d'inhibiteurs specifiques de canaux calciques 

ou de chelateurs comme l'EGTA (ethylene glycol-bis (2-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-

tetraacetic acid) ou encore l'appauvrissement du milieu en calcium inhibe les reponses 

specifiques de l'interaction Cellule/PAMP dans de nombreux cas (Chandra et al, 1997; 

Zimmermann et al, 1997; Niirnberger et Scheel, 2001). Les ions calcium contribuent 

aussi a 1'activation des cascades de MAPKs, participent a la modulation de la flambee 

oxidative, a la generation de l'oxyde nitrique (NO), a la RH, a la production de 

metabolites antimicrobiens et a la production des proteines PRs (Ali et al, 2007; Bouche 

et al, 2005; Ma et Berkowitz, 2007). Les flux de protons semblent egalement jouer un 

role important dans 1'induction et la regulation des reactions de defense chez le tabac et la 

tomate (Mittler et Lam. 1995 ; Schaller et (Decking, 1999). 

Un efflux de potassium et de chlore est egalement observe lorsque des cellules de persil 

et de tabac sont respectivement traitees par pep 13 ou une elicitine, la cryptogeine (Kroj et 

al, 2003, Blume et al, 2000; Viard et al, 1994). 

L'oxyde nitrique (NO) est une molecule gazeuse qui diffuse a travers les membranes 

biologiques et qui reagit avec d'autres radicaux, des metaux complexes, l'ADN, les 

lipides et les proteines (Bethke et al, 2004; Moller et al, 2007; Wendehenne et al, 

2004). Chez les plantes le NO agit comme messager dans la transduction des signaux 

modulant 1'expression des genes de defense (Wang et Wu, 2005). II peut contribuer a 

1'augmentation de la concentration en Ca2+ cytosolique (Lamotte et al, 2004). La GMP 

cyclique (GMPc) et l'ADP ribose cyclique (ADPRc) semblent impliques dans cette 

cascade (Delledonne et al, 1998; Garcia-Brugger et al, 2006). Les genes regules par le 

NO peuvent encoder des facteurs de transcription, des proteines impliquees dans la 

transduction du signal, des proteines PR ou des enzymes impliquees dans les voies de 

biosynthese et d'elimination des especes activees de l'oxygene (EAOs) (Delledonne et 

al, 2001; Huckelhoven, 2007; Polverari et al, 2003; Wendehenne et al, 2004). Le NO 

intervient d'ailleurs dans la production d'AS, avec lequel il agit en synergie, en stimulant 

la production de la phenylalanine ammonialyase (PAL) (Durner et al, 1998; Delledonne 

2001; Romero-Puertas et Delledonne, 2003). De meme l'oxyde nitrique participe dans 
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l'induction de la RH. Pour ce faire, il interagit avec d'autres EAOs, tel que le H2O2 (De 

Pinto et at., 2002; Greenberg et Yao, 2004). D'ailleurs, une etude recente sur des plantes 

de tabac affectees dans la synthese de la catalase, a montre un nombre restreint de genes 

specifiquement regies par le NO ou le H2O2 (Zago et al., 2006). Etonnamment, la plupart 

de ces genes ont ete modules par les deux molecules. 

1.3.4 Production d'especes activees de l'oxygene et la flambee oxydative 

L'une des premieres reponses de la defense des plantes est la generation des especes 

activees de l'oxygene (EAOs, flambee oxydative), qui peuvent etre detectees quelques 

minutes apres l'elicitation des cellules en culture. La flambee oxydative resulte de la 

production rapide d'EAOs : 1'02~, le OHet en particulier le H2O2. Chacune de ces 

molecules demontre une reactivite, une duree de vie et une capacite de diffusion 

differente. 

La flambe oxydative peut avoir un effet toxique sur 1'agent pathogene envahissant, mais 

elle agit egalement de fagon indirecte en renforgant la paroi vegetale par pontages 

oxydatifs de proteines ou de polysaccharides (Brisson et al, 1994 ; Lamb et Dixon, 1997) 

et en augmentant la lignification (Kawasaki et al., 2006). Les EAOs interviennent 

egalement dans certains modeles en amont de la production de phytoalexines, dans 

l'expression de genes de defense et sur l'initiation de la RH (Low et Merida, 1996). Us 

peuvent egalement agir comme des molecules de signalisation declenchant une 

modification de flux ioniques ou la production de second messagers tel l'acide salicylique 

(Ponder et al, 1998 ; Apel et Hirt 2004 ; Laloi et al, 2004). De meme l'etat redox permet 

la regulation de NPR1 (Non-expressor of Pathogenesis-Related Genes 1) une proteine 

necessaire pour l'activation de defense dependant de l'acide salicylique. NPR1 se trouve 

dans le cytoplasme sous forme d'oligomeres inactifs maintenus par des ponts disulfures; 

apres elicitation, sa reduction libere les unites monomeriques qui migrent au noyau, ou 

elles interagissent avec des facteurs de transcription de la classe des TGA pour activer 

l'expression de proteines liees a la defense, notamment la proteine PR1 (Despres et al, 

2003 ; Glazebrook, 2005). 
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La reponse par la flambee oxydative doit done etre bien regulee par la cellule pour eviter 

une toxicite non desiree. En general, la reponse qui suit la reconnaissance de l'agent 

pathogene est de type biphasique, le second pic de production etant plus specifique lors 

de la resistance secondaire (Yoshioka et al, 2003), et implique un certain nombre de 

proteines dont une oxydase NADPH-dependante localisee sur la membrane plasmique, 

une peroxydase situee dans la paroi cellulaire et des enzymes de type amine, diamine et 

polyamine-oxydases apoplastiques (Grant et Loake, 2000). 

Des evenements de phosphorylation et de dephosphorylation de proteines regulent 

l'activation de la flambee oxydative. Ce systeme de regulation est interessant pour sa 

rapidite de mise en oeuvre et pour le controle de son amplitude et de sa duree. 

1.4 Les messagers secondaires 

Les messagers secondaires sont des petites molecules qui transmettent et modulent les 

signaux induits par la reconnaissance des PAMPs ou des eliciteurs specifiques. 

Cependant, ces evenements de reconnaissance individuelle dictent des voies de 

signalisation specifiques, utilisant un ensemble distinct de messagers secondaires et 

activant une chaine de regulateurs menant a l'expression des genes de defense de la 

plante. Le type d'interaction considere, menera ainsi a un type de resistance ou a la 

maladie de la plante (Maleck et al., 2000). D va sans dire que les reponses de defense de 

la plante dependent du mode de vie de l'agent pathogene qui l'infecte. Si elle est 

confronted a un agent pathogene biotrophe ayant besoin de cellules vivantes pour 

proliferer, la plante induira la mise en place des reponses de defense mediees par l'acide 

salicylique (AS). Dans le cas d'un agent pathogene necrotrophe, qui tire profit des 

cellules mortes, la plante induira la mise en place des reponses de defense liees a l'acide 

jasmonique (AJ) et a l'ethylene (El Oirdi et Bouarab 2007; Glazebrook, 2005). Leur 

niveau de production depend de l'agent pathogene implique. Outre les molecules 

mentionnees precedemment, le Ca2+, les EAOs et NO sont aussi des messagers 

secondaires (Hann et Rathjen 2007, Nemchinov, et al., 2008). Ces messagers secondaires 
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sont essentiels, tant pour l'activation de genes lies a la defense que pour la mise en place 

de la mort cellulaire programmee. 

1.4.1 L'acide salicylique (AS) 

Chez les plantes, on pensait que la biosynthese de l'AS etait precedee par la voie de 

biosynthese des phenylpropanoi'des (Verberne et al, 1999). Apres la biosynthese, la 

majorite de l'AS est conjuguee au glucose pour former le SA2-C*-P-D-glucoside (SAG) 

(Malamy et al, 1992). En revanche, certaines evidences suggerent de plus en plus qu'il 

serait aussi produit a partir du chorismate qui est converti par risochorismate synthase 

(ICS) en isochorismate et catalyse par risochorismate pyruvate lyase (IPL) en AS et 

pyruvate (Figure 4) (Wildermuth et al, 2001; Glazebrook, 2005, Verberne et al, 2000). 

L'acide salicylique joue un role tres important dans les mecanismes de defense des 

plantes. En effet, ce compose phenolique, est implique a la fois dans la mise en place de 

la resistance locale et la resistance systemique acquise (RSA) (Durrant et Dong, 2004). 

De nombreuses etudes ont mis en evidence une correlation entre AS et RSA. 

Generalement, ce type de resistance est accompagne de l'accumulation d'AS et de 

proteines PR (Pathogenesis-Related Proteins). II peut etre induit apres une RH locale, 

peut etre associe a la production dliAO et parfois a la synthese de phytoalexines (Sticher 

et al, 1997; Durrant et Dong 2004; Desender et al, 2007). De meme, un traitement 

exogene d'acide salicylique permet d'induire la RSA (Ward et al, 1991 ; Vernooij et al, 

1995). Des plantes de tabac transgeniques nahG exprimant l'enzyme salicylate 

hydroxylase bacterienne NahG, qui catalyse la conversion de l'acide salicylique en 

catechol, ne sont plus capables de mettre en place une RSA en reponse a differents agents 

pathogenes fongiques, bacteriens et viraux. L'AS est done necessaire a l'induction de la 

RSA. 

Cependant, chez le concombre, des feuilles infiltrees par Pseudomonas syringae, excisees 

6 heures apres l'inoculation (e'est a dire avant que l'acide salicylique ne s'accumule dans 

le phloeme), presentent quand meme une induction de RSA contredisant alors les 

premiers resultats (Rasmussen et al, 1991; Molders et al, 1996). Presentement les 
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hypotheses sont dirigees vers l'existence d'un compose de nature lipidique qui serait la 

molecule signal diffusant a travers la plante. Des experiences menees sur des plants 

mutes au niveau du gene DIR1 (defective in induced resistance 1) montrent que celle-ci 

developpent une resistance locale mais sont cependant incapables d'exprimer la SAR. Ce 

gene, dont la sequence est proche de celles codant pour des proteines LTPs (lipid tranfer 

proteins), pourrait done etre implique dans la synthese et la transmission du signal 

lipidique circulant. La signalisation semble neanmoins requerir 1'intervention d'une 

proteine se liant a l'AS, SABP2 (SA-binding protein 2) (Forouhar et al, 2004; Forouhar 

et al, 2005; Park et al, 2007; Anand et al, 2008), necessaire a l'activation d'un facteur 

proteique, NPR1 aussi connu sous le nom NEVI1 (Non Immunity 1) qui joue un role 

crucial. II est considere comme un regulateur positif central de la cascade de signalisation 

du phenomene qui mene a l'expression des genes de defense tels que ceux codant pour les 

proteines PR (Durrant et Dong 2004; Pieterse et Van Loon 2004). La fixation de l'AS sur 

SABP2 provoquerait un changement du potentiel redox dans le milieu intracellulaire. Des 

oligomeres de NPR1 seraient alors convertis en monomeres capables de migrer vers le 

noyau et d'interagir avec des facteurs de transcription, de la famille TGA. Ces facteurs 

TGA actives se lient au promoteur de certains genes PRs et induisent leur transcription 

(Fobert et Despres, 2005; Pieterse et Van Loon 2004). Des plantes d'A. thaliana mutees 

pour le gene nprl, ne repondent plus a l'AS, ne peuvent pas declencher l'expression de 

proteines PR et sont rendus fortement susceptibles a divers agents pathogenes (Cao et al, 

1998). En plus du regulateur positif NPR1, un regulateur negatif SNI1 (Suppressor of 

NPR1, Inducible) de la SAR a ete decouvert recemment chez A. thaliana qui est 

necessaire pour amortir l'expression basale des genes PRs (Mosher et al. 2006). Cette 

proteine SNI1 s'accumule dans le noyau et ensuite provoque une repression des genes 

stimules par NPR1 (Mosher et al, 2006). 

Recemment le groupe de Klessig a montre que l'activite de methyl salicylate (MeSA) 

esterase du SABP2, qui permet la conversion du MeSA en AS est requise pour la 

perception du signal de la SAR dans les plantes de tabac (Park et al, 2007), Les memes 

resultats ont ete confirmes par le meme groupe, en utilisant un analogue a l'AS, le 

2,2,2,2,-tetrafluoroacetophenone (tetraFA) qui, inhibe competitivement l'activite de 
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l'esterase (SABP2) qui prend le MeSA comme substrat, ce qui a pour consequence 

d'inhiber la SAR (Park et al, 2009). 
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Figure 4: Les Voies de biosynthese de l'acide salicylique dans la plante. (1) par 

l'isochorismate synthase (ICS). Chez les bacteries, cette voie exige la pyruvate lyase (PL; 

PchB dans P. aeruginosa). (2) la voie de biosynthese de l'AS passant par la PAL et 

l'acide-2 benzoi'que hydroxylase (BA2H) est egalement montree. (Wildermuth et al., 

2001) 
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1.4.2 Acide jasmonique (AJ) 

L'acide jasmonique et son derive volatile le methyljasmonate (Me J A), communement 

appeles les jasmonates sont des produits de la voie des octadecanoi'des. Les precurseurs 

de l'AJ sont l'acide linolenique (C18 :3) et l'acide hexadecatrienoi'que (C16 :3) (Schaller 

et al, 2005; Mur et al, 2006) (figure 5). 

Les jasmonates sont des hormones agissant comme regulateurs des reponses de stress 

biotiques et abiotiques incluant les blessures et les insectes ainsi que la resistance contre 

les agents pathogenes necrotrophes comme Alternaria brassicicola et Botrytis cinerea 

(Wasternack et Hause, 2002; Penninckx et al, 1998; Thomma et al, 1998). 

L'accumulation des jasmonates permet la transcription de genes encodant des proteines 

de defense, telles que des defensines vegetales et des thionines, ainsi que des genes 

regulant leurs propre synthese (Glazebrook et al, 2003). Ds sont aussi impliques dans la 

flambee oxydative. L'AJ (et le methyle jasmonate) interagit avec la proteine 

d'insensibilite a la coronatine (COI1) (Xie et al, 1998). COI1 est une proteine E3 

ubiquitine ligase contenant un motif de boite F en N-terminal et un domaine LRR en C-

terminal. La proteine COI1 fait partie d'un complexe proteique SCF 

(SKPl/CDC53p/CULl boite F). COI1 ubiquitine specifiquement certaines proteines, qui 

sont ensuite dirigees par SCF0011 afin d'etre degradees par le proteasome 26S (Xu et al, 

2002; Devoto et al, 2002; Devoto et Turner, 2003; Lorenzo et Solano, 2005; Xiao-Yi et 

al, 2007). D a ete montre que le complexe SCFcon est responsable de la degradation de 

represseurs de genes lies a la defense. Une fois le represseur degrade, les facteurs de 

transcription induits par l'AJ peuvent se lier aux regions promotrices afin de permettre la 

transcription des genes de defense. Parmi ces facteurs, on compte le facteur de 

transcription sensible a 1'ethylene 1 (ERF1) et le facteur de transcription JIN1 (insensible 

au jasmonate 1), qui modulent l'expression de groupes de genes distincts. 

Recemment, des proteines nommees JAZ (Jasmonate ZIM (Zinc-finger protein expressed 

in Inflorescence Meristems)-domain protein) ont ete identifiees en tant que represseurs de 
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la transcription des genes dependant de l'AJ. Ces represseurs sont les cibles directes du 

complexe SCFc o n E3 ubiquitine ligase (Chini et al, 2007; Thines et al, 2007). 

En fait les proteines JAZ repriment l'expression de genes dependant de l'AJ en 

supprimant activement les facteurs de transcription de ces genes tel que MYC2 (Chini et 

al, 2007; Staswick, 2008). Pour confirmer cette hypothese, l'utilisation de mutants 

d'Arabidopsis thaliana qui expriment une forme mutee dominante de JAZ1 (JAZ 1 A3 A) a 

montre que JAZ1A3A n'est pas ubiquitinee par le complexe SCF0011 ce qui confere a la 

plante une insensibilite a l'AJ similaire a celle observee pour le mutant coil (Thines et 

al, 2007). 

1.4.3 L'ethylene (ET) 

L'ET est une petite hormone diffusible, synthetisee a partir des precurseurs S-adenosyl-

methionine et 1-aminocyclopropane-l-carboxylic-acid (ACC). Plusieurs enzymes sont 

impliquees dans la biosynthese de l'ET: il s'agit des ACC synthases (ACS) et ACC 

oxydases (ACO) (Wang et al, 2002). L'ET est connu pour reguler de multiples processus 

physiologiques et developpementaux, comme la germination, la senescence des fleurs et 

des feuilles, la maturation des fruits ou encore l'abscission. L'ET est egalement implique 

dans la reponse des plantes a des stress biotiques et abiotiques, ainsi que dans les 

interactions plante- agent pathogene. Cette hormone mene, d'une part, a l'expression de 

genes lies a la mise en place des barrieres physiques, a la production d'enzymes 

necessaires a la production de metabolites secondaires antimicrobiens et de proteines PR 

(Broekaert et al, 2006; Huckelhoven, 2007). D'autre part des plantes affectees dans la 

biosynthese de l'ET peuvent montrer une sensibilite accrue ou, au contraire, une 

resistance plus elevee aux agents pathogenes. Les connaissances actuelles etant limitees, 

les roles de l'ethylene au niveau des interactions plante-agent pathogene demeurent 

obscurs (Bouchez et al, 2007; Diaz et al, 2002;Yoshioka et al, 2003). Chez 

Arabidopsis, le mutant ein2 (ethylene insensitive2) presente une sensibilite accrue aux 

agents pathogenes necrotrophes Erwinia carotovora et Botrytis cinerea (Norman-

Setterblad et al, 2000; Thomma et al, 1999), alors que le meme mutant infecte par 
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Xanthomonas campestris pv. campestris ou Pseudomonas syringae pv. Tomato n'a pas 

montre de difference de resistance, voir meme une diminution des symptomes est 

observee (Lawton et al, 1994). 
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Figure 5: Schema simplifie de la voie de biosynthese de l'acide jasmonique dans la 

plante par l'intermediaire d'acide 12-oxophytodienoique. (AOS allene synthase; 

AOC: allene oxyde cyclase; LOX: lipoxygenase; OPR: 12-oxo-phytodienoate 

reductase) 
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Ces resultats semblent indiquer que l'ET serait plus particulierement implique dans la 

regulation de la resistance contre les agents pathogenes necrotrophes. Cependant, de 

nombreuses donnees ont ete obtenues, parfois contradictoires, et demontrent la 

complexite de la regulation de la resistance par l'ET (Broekaert et al., 2006). 

En resume, un modele simplifie de la transduction de signal et de la mise en place des 

reponses de defense est illustre a la figure 6. II permet de montrer les etapes importantes 

de la transduction de signal. 

1.4.4 Les interactions entre l'AS, TAJ et l'ET 

Le role de l'AS, l'AJ, et l'ET dans la regulation des defenses induites chez les plantes est 

bien etabli. Ces phytohormones sont identifiees comme les principales cles impliquees 

dans la regulation des voies de signalisation (Lorenzo et Solano, 2005; Pozo et al, 2004; 

Van Loon et al, 2006; Von Dahl et Baldwin, 2007). 
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Figure 6: Modele simplifie de la transduction de signal et de la mise en place de la 

defense lors des interactions plante-agent pathogene. La rencontre d'un eliciteur et de 
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son recepteur approprie (A) enclenche une transduction precoce (B, C, D, E). Le tout sera 

suivi d'une induction tardive dans les cellules infectees ainsi que dans les cellules 

avoisinantes (F). Toutes les transductions se traduisent par une activation de plusieurs 

genes (G) qui a leur tour meneront a la defense de la plante (H). (Adapte de Somssich et 

Hahlbrock, 1998) 

Bien que la majorite des recherches indiquent des interactions antagonistes entre ces 

differentes voies de signalisation, des interactions synergiques ont ete aussi decrites 

(Schenk et al, 2000 ; Van Wees et al, 2000 ; Mur et al, 2006). Ces voies agiraient aussi 

avec d'autres mecanismes pour former un reseau de regulation modulable permettant a la 

plante d'initier une reponse defensive specifique en fonction de la nature de 1'agent 

pathogene, qu'il soit champignon, bacterie, virus, insecte ou nematode (De Vos et al, 

2005). Dependamment aussi de la classe des agents pathogenes qui interagissent avec la 

plante, generalement deux grandes voies peuvent etre definies, ainsi les agents 

pathogenes biotrophes sont plus sensibles aux defenses induites par l'AS, tandis que la 

resistance contre les agents pathogenes necrotrophes est mediee par l'AJ/ET (El Oirdi et 

Bouarab 2007; Kessler et Baldwin, 2002; Glazebrook, 2005). Le plus souvent, deux 

grandes voies peuvent etre definies: la voie de l'AS et la voie regroupant l'ET et l'AJ. 

Les evenements moleculaires associes a l'existence d'interactions entre les voies AS, AJ 

et ET sont mieux connus. H a ete montre que la plupart des interactions entre AS et AJ 

consistent en des repressions mutuelles, mais quelques genes peuvent etre induits par une 

application exogene de l'AS mais egalement par une application exogene de l'AJ 

(Glazebrook et al, 2003 ; Kunkel et Brooks, 2002 ; Schenk et al, 2000). Les mutants 

sidl et sid2 (Salicylic acid Induction Deficient) affectes dans la voie de l'AS, ont montre 

une augmentation de la production de l'AJ apres infection avec P. syringae. Ce qui 

indique une interaction antagoniste entre l'AS et l'AJ (HecK et al, 2003). 

Les facteurs de transcription de type WRKY sont des regulateurs importants des reponses 

de defense dependant de l'AS (Wang et al, 2006). Certains d'entre eux sont impliques 

dans l'interaction entre les differentes voies de signalisation (Koornneef et Pieterse 

2008), Notamment le facteur de transcription WRKY70 qui joue un role important dans 
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l'interaction entre ces voies de signalisation. En fait la surexpression de ce gene active de 

fa§on constitutive la voie de l'AS alors que sa suppression favorise l'expression des 

genes de defense dependant de la voie de l'AJ (COI1) (Li et al, 2004., Li et al, 2006). 

Ces chercheurs ont note que la production de ces deux phytohormones n'a pas ete 

affectee, ce qui indique que WRKY70 interagit avec les genes en aval de la biosynthese 

de l'AS et l'AJ.(figure 7). D'autres facteurs de transcription de type WRKY comme 

WRKY62, WRKY 11 et WRKY 17 ont plusieurs roles dans la regulation de l'interaction 

entre les voies de signalisation de l'AS et de l'AJ (Koornneef et Pieterse, 2008). 

Cependant les mecanismes qui gerent ces interactions par les WRKY restent obscurs. 

Tres recemment, il a ete reporte que WRKY70 est important mais n'est pas indispensable 

pour les voies de signalisation de l'AS et l'AJ (Ren et al, 2008). En fait, l'inactivation du 

gene WRKY70 dans le mutant wrky70-l n'altere pas les reponses de l'AS et l'AJ. 

Cependant, la surexpression de WRKY70 reduit l'expression des genes dependant de l'AJ 

et active l'expression de la proteine PR1 dependant de l'AS (Ren et al, 2008). D'autre 

part, un autre gene NPR1 qui code pour une proteine contenant des domaines « ankyrin 

repeat » et possede des homologies avec des facteurs de transcription animaux (Aravind 

and Koonin, 1999., Cao et al, 1994; Cao et al., 1997; Despres et al, 2000; Ryals et al, 

1997; Shah et al, 2003 ; Rochon et al, 2006), interagit physiquement avec des facteurs 

de transcription de type TGA qui regulent l'expression des genes PR (Despres et al, 

2000; Despres et al, 2003). Le complexe NPR1-TGA semble etre important pour regler 

l'expression des genes de defense dependant de la voie de signalisation de l'AS 

notamment la PR1 (Durrant et Dong, 2004). La localisation nucleaire de NPR1 n'est pas 

necessaire pour la suppression de la voie de signalisation de l'AJ. En revanche, NPR1 

present dans le cytoplasme regule la voie de l'AJ (Spoel et al, 2003). Kachroo et al, 

(2003) ont demontre par l'utilisation des mutants ssi2 etfab2 d'A. thaliana, «affectes dans 

des steroyl ACP desaturases» qui presentent une activation constitutive de la voie de 

l'AS, que l'expression de PDF1.2 induite normalement par l'AJ est affectee. Ces deux 

enzymes pourraient etre a l'origine d'un signal lipidique qui regule les interactions entre 

les deux voies de l'AS et l'AJ. 
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L'ET est capable d'interagir avec la voie de l'AS. Les mutants cpr5 et cpr6 expriment 

tous les deux les marqueurs de defense PR1 qui depend de l'AS et PDF1.2 dependant de 

l'AJ/ET en absence de tout agent pathogene. Le mutant cpr5 exprime plus fortement la 

PR1 que le mutant cpr6 alors que l'expression de PDF1.2 est plus faible. De meme, 

l'expression de PR-1 chez ces mutants est partiellement dependante de NPR1, indiquant 

l'existence d'une voie d'activation de PR1 independante de NPR1 (Bowling, et al, 1997; 

Clarke et al, 1998; 2000). L'analyse des doubles mutants a revele que cpr5/nprl, 

cpr5/ein2 et cpr5/jarl sont resistants au Peronospora parasitica, alors que les triples 

mutants cpr5/nprl/ein2 et cpr5/nprl/jarl ne le sont pas, suggerant que les deux voies 

l'AS et l'AJ/ET sont suffisantes pour etablir la resistance contre cet agent pathogene. 

D'autre part, dans le cas de cpr6, le double mutant cpr6/nprl maintient la resistance 

contre P. Parasitica alors que cpr6/ein2 et cpr6/jarl ne le sont pas ce qui montre que 

dans ce cas la resistance depend de 1'activation de la voie de signalisation de l'AJ/ET. 

Ces resultats devraient etre interpretes avec prudence, puisque la presence d'ein2 

augmente la production de l'AS dans le mutant cpr5 et le diminue dans le mutant cpr6, 

suggerant que l'interaction est beaucoup plus complexe entre la voie de signalisation de 

l'AS et celle de l'ET (Clarke et al., 2000). 

Comme cela a ete decrit auparavant, le changement du potentiel redox dans le milieu 

intracellulaire induit par l'AS active NPR1 qui a son tour induit l'expression du gene PR1 

(Pieterse et Van Loon 2004; Mou et al, 2003; Fobert et Despres, 2005). En plus, NPR1 

est requise pour l'antagonisme entre les voies de l'AS et l'AJ (Spoel et al, 2003). D'un 

autre cote, plusieurs equipes de recherche ont montre que les glutaredoxines (GRXs) qui 

sont de petites proteines redox de la superfamille des thioredoxines (TRX), sont 

impliques dans les reactions qui reduisent les ponts disulfides par l'intermediaire d'un 

mecanisme de monothiol ou de dithiol. La reaction implique des domaines conserves qui 

contiennent deux cysteines (CXXC) dans le mecanisme de dithiol, ou une cysteine 

(CXXS) dans le mecanisme de monothiol (Hoog et al, 1983; Koornneef et Pieterse 2008; 

Lemaire, 2004; Rouhier et al, 2004). Ainsi, les glutaredoxines peuvent fonctionner 

comme transducteurs du changement redox induit par l'AS. Tres recemment, il a ete 

montre que la glutaredoxine 480 (GRX480) est impliquee dans la regulation de 
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1'interaction entre les voies de signalisation de l'AS et de l'AJ et que la GRX480 interagit 

avec le facteur de transcription TGA qui se trouve lie au promoteur du gene PDF 1.2, ce 

qui supprime son expression (Ndamukong et ah, 2007). De meme, il a ete demontre que 

l'expression de GRX480 est induite par 1'accumulation de l'AS et depend de NPR1. Alors 

que la surexpression de GRX480 chez A. thaliana inhibe l'expression de PDF1.2 

dependant de la voie de l'AJ (figure 8). 

con NPR1 

La croissance 
racinaire inhibe 

par l'AJ 

Genes induit 
par l'AJ 

PR1 dependant 
de l'AS 

Figure 7: Modele montrant le fonctionnement de WRKY70 avec les autres 

regulateurs dans la modulation de l'interaction entre l'AJ et l'AS (Ren et ah, 2008) 

AS 

1 
N P R l 

COI1 

t 
AJ 

Figure 8: Representation schematique des mecanismes montrant l'effet antagoniste 

de l'AS sur des genes de defense dependant de l'AJ. (modifie d'apres Ndamukong et 

ah, 2007) 
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2. Characterisation des mecanismes de defense induits chez les 

plantes 

2.1 Mise en place de reponse de defense 

Les plantes ont elabore au cours de leur evolution des moyens de defense efficaces 

notamment par le developpement des defenses induites, en passant par la reconnaissance, 

la signalisation, l'expression des genes de resistance et la RH. En parallele, les plantes 

ont developpe des defenses constitutives, constitutes de barrieres physiques, telles les 

parois ou le cytosquelette de la cellule vegetale, mais aussi des barrieres chimiques, 

regroupant differentes classes de composes antimicrobiens 

2.1.1 La reaction hypersensible 

La reaction hypersensible (RH) est un mecanisme complexe de defense induit par une 

plante suite a 1'infection par des agents pathogenes de nature variee (Morel et Dangl, 

1999 ; Heath, 2000). Elle est un type de mort cellulaire programmee (MCP), a l'instar de 

l'apoptose chez les cellules animales. Cette RH se caracterise par la mort des cellules 

vegetales au site d'infection par l'agent pathogene et ceci en quelques heures seulement 

(Goodman et Novacky, 1994). Phenotypiquement la mort des cellules (necrose) peut etre 

localisee ou au contraire tres etendue. H est admis que la necrose circonscrit l'agent 

pathogene et entrave sa dissemination dans la plante (Lam et ah, 2001; Lam 2004). La 

RH constitue le point culminant de la resistance dans le cadre de plusieurs interactions 

plante-agent pathogene (Greenberg et Yao, 2004). En outre, il faut noter que les cellules 

subissant la mort cellulaire programmee permettent la generation de signaux qui seront 

transmis dans les cellules adjacentes et par la suite a l'ensemble de la plante, activant 

ainsi des reponses de defense preventives (Durrant et Dong 2004). 

Comme je l'ai decrit precedemment l'AS, H2O2, NO, et les cascades de MAPKs 

constituent les principaux acteurs dans l'induction de la RH, bien qu'elle semble 

egalement regulee en partie par des voies independamment de ces facteurs. La 
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reprogrammation metabolique menant a la RH debute en moins d'une heure et les signes 

visibles de la MCP apparaissent aussi peu que six heures apres l'infection par l'agent 

pathogene (Huckelhoven, 2007). En revanche, la RH necessite une surveillance 

metabolique etroite pour que cette reponse reste confinee a la cellule infectee et ne soit 

pas nuisible aux cellules avoisinantes. Cette regulation s'effectue entre autre via le 

renforcement des parois cellulaires et la detoxification des EAOs mediees par le NO, de 

meme que la production d'enzymes et d'antioxydants (Greenberg et Yao, 2004; Lamb et 

Dixon, 1997). Cependant, meme si la RH est efficace contre un grand nombre d'agents 

pathogenes, elle peut dans certains cas etre nefaste pour la plante. En effet, la RH n'est 

pas souhaitable lors d'une agression par un agent pathogene necrotrophe, lequel 

beneficierait de la mort des cellules pour sa progression (Govrin et Levine, 2000; Kiraly 

et al, 2007). Govrin et Levine (2000) ont propose que la mort cellulaire induite par B. 

cinerea, un champignon necrotrophe, est une forme de RH, et que l'induction de cette 

mort de cellules constitue une composante importante dans sa virulence. De plus, d'autres 

travaux ont supporte d'avantage cette proposition. L'induction de la mort cellulaire par 

une pre-infection avec un agent pathogene virulent favorise la proliferation de B. cinerea. 

Par contre, l'expression d'un gene animal antiapoptotique mene a l'augmentation de la 

resistance au meme agent pathogene (Dickman et al, 2001). 

EDS1 (sensibilite a la maladie accrue «enhanced disease susceptibility*) code pour une 

proteine qui presente une homologie avec les lipases et qui est necessaire pour la 

resistance, y compris la RH, mediee par les proteines R presentant le domaine TIR (Falk 

et al, 1999; Peart et al, 2002; Hu et al, 2005; Wiermer et al, 2005). D'autres 

regulateurs essentiels pour le fonctionnement des genes R ont ete recemment identifies. 

Notamment SGT1 (suppresseur de 1'allele G2 de Skpl «suppressor of the G2 allele of 

Skpl»), dont le role est de reguler la degradation de certaines proteines en adressant 

celles-ci vers le proteasome. En effet SGT1 interagit avec une « ubiquitine ligase E3 » 

faisant partie du complexe SCF (pour Skpl-Culline-F-box), implique dans la regulation 

de la degradation des proteines (Catlett et Kaplan, 2006). De meme SGT1 controle la RH 

induite par plusieurs systemes d'interaction gene pour gene ainsi que les mecanismes de 
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defense non hote (Austin et al, 2002; Azevedo et al, 2002; Tor et al, 2002; Hubert et 

al, 2003; Holt et al, 2005). 

J'ai montre recemment que B. cinerea active l'expression des genes EDS1 et SGT1. Par 

ailleurs, le silencing de ces deux genes reduit la mise en place de la maladie chez N. 

benthamiana. De meme des plantes de tabac qui sur-expriment la p35 (baculovirus 

antiapoptotic protein, une proteine antiapoptotique) sont plus resistantes a B. cinerea que 

les plantes de type sauvage. Ceci suggere que B. cinerea utilise la voie qui mene a la mise 

en place de la RH pour instaurer sa maladie (El Oirdi et Bouarab, 2007). 

2.1.2 Renforcement de la paroi cellulaire 

II est evident que la reponse des plantes a l'agent pathogene pendant les minutes qui 

suivent felicitation, est correlee avec le remodelage et le renforcement de la paroi 

cellulaire, impliquant une reorganisation du cytosquelette couplee a l'apposition de la 

paroi cellulaire (formation de papilles), le depot de barrieres nouvellement formees 

comme la callose, un polymere de glucose (p-l,3-glucose) et la lignification des parois 

cellulaires (Huckelhoven, 2007; Soylu 2006). Les papilles sont des depots de materiel 

cellulaires formant une barriere plus epaisse au point d'infection. Elles sont constituees 

de callose, de composes antimicrobiens, de composes phenoliques et de silicone, en plus 

des constituants normaux de la paroi (Hardham et al, 2007). Ainsi, une grande quantite 

de callose et de composes phenoliques (lignification) est rapidement accumule au site 

d'infection chez les plantes traitees par des PGPR (Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria) et dans certains pathosystemes tels que concombre/Colletotrichum 

orbiculare par traitement avec Serratia marcescens (Jeun et al, 2004). Recemment il a 

ete montre que le xanthane produit par Xanthomonas campestris pv campestris supprime 

l'accumulation de la callose dans TV. benthamiana, rendant ces plantes plus sensibles, 

tandis que, des plantes de N. benthamiana infectees avec des mutants de X. campestris pv 

campestris, affectes dans la biosynthese du xanthane, accumulent la callose et sont ainsi 

resistantes a cette bacterie (Yun et al., 2006). 

31 



Introduction 

Les glycoproteines riches en hydroxyproline (HRGP) interviennent aussi dans le 

renforcement de la paroi. Elles s'accumulent lors de l'infection, parallelement a 

1'augmentation de la resistance (Benhamou, 1996; Ribeiro et ah, 2006). Ces proteines 

forment un reseau serre, empechant ainsi la penetration de 1'agent pathogene, et 

possedent aussi la propriete d'agglutiner les bacteries reduisant ainsi leur mobilite. 

D'autres molecules s'accumulent pendant 1'elicitation, notamment la lignine. La lignine 

est un compose phenolique impermeable et plus resistant a la pression mecanique, done 

moins accessible aux enzymes de degradation de la paroi. La production d'EAOs est 

observee aux sites d'appositions de la paroi et favorise la reticulation des composes de la 

paroi et la lignification (Huckelhoven, 2007) 

2.1.3 Les phytoalexines 

Des les premieres heures suivant la reconnaissance de 1'agent pathogene, les cellules des 

plantes subissent de profonds changements metaboliques. Les plantes produisent et 

accumulent un large eventail de metabolites secondaires, dont certains possedent une 

activite antimicrobienne. Certains de ces metabolites, les phytoanticipines, se retrouvent 

constitutivement sous une forme active dans les cellules vegetales (Morrissey et 

Osbournl999; Osbourn, 1996). D'autres, appelees phytoalexines, sont actives suite a 

l'elicitation par un agent pathogene (De Wit, 1997). Les phytoalexines sont des composes 

de petits poids moleculaires, lipophiles et antimicrobiens qui s'accumulent rapidement 

autour des sites de necrose. Leur production est localisee et non systemique et est 

egalement fortement induite lors des interactions plantes-agents pathogenes ou lors du 

traitement de plantes par des eliciteurs (Rusterucci et ah, 1996 ; Hammerschmidt, 1999). 

Ces composes sont regroupes en plusieurs families, les composes phenoliques, les 

terpenoides, les alcaloi'des et les polycetides. Les composes phenoliques comprennent 

aussi les derives des phenylpropanoi'des, dont font partie les flavono'ides, les 

isoflavonoi'des et la lignine. Certains de ces composes, la scopoletine produite chez le 

tabac par exemple, sont auto-fluorescents apres excitation aux rayonnements UV 

(Hahlbrock et ah, 2003). Ces metabolites autofluorescents permettent de bloquer la 

propagation de l'agresseur et conferent ainsi une resistance a la plante vis-a-vis de son 
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agent pathogene. Plusieurs mutants sont utilises pour prouver l'importance de la 

phytoalexine dans la protection des plantes contre la progression des agents pathogenes, 

notamment le mutant pad3-l (Phytoalexines-deficient) d'A. thaliana a montre une 

sensibilite accrue a Alternaria brassicola, alors que les plantes de type sauvage sont 

resistantes et produisent meme une reaction hypersensible typique apres l'inoculation par 

ce champignon (Kirankumar et ah, 2004). PAD3 est requis pour la biosynthese de 

camalexine (une phytoalexine) chez A. thaliana et code pour une monooxygenase 

cytochrome P450 putative. 

2.1.4 Les proteines PR 

Des etudes plus recentes ont permis de caracteriser de nombreux marqueurs moleculaires 

correles a l'apparition de RSA. C'est le cas d'une famille de proteines reliees a la 

pathogenese (PR). Ces proteines de defense peuvent etre induites par un stress biotique 

ou abiotique ou encore lors de certains stades de developpement de la plante. Les 

proteines PR ont ete caracterisees pour la premiere fois chez le tabac reagissant de fa§on 

hypersensible a 1'infection par le V.M.T. (virus de la mosai'que du tabac), (Gianinazzi et 

ah, 1970; Van Loon et Van Kammen, 1970). Ces proteines ont des proprietes physico-

chimiques communes: elles sont tres stables en milieu acide et resistent a Taction des 

proteases produites par la plante ou 1'agent pathogene pendant 1'interaction. Ces 

caracteristiques leur conferent une grande stabilite dans la vacuole, et dans les espaces 

intercellulaires occupes par les agents pathogenes. 

Les proteines PR peuvent agir dans la signalisation liee a la defense, notamment par la 

participation dans le renforcement de la paroi cellulaire, leur activite antimicrobienne ou 

la stimulation de la production d'autres proteines PR. Certaines proteines PR degradent la 

paroi des champignons et les fragments liberes sont reconnus en tant qu'eliciteurs 

generaux ou PAMPs (Govrin et Levine, 2000; Kiraly et ah, 2007). Au moins dix-sept 

families de proteines PR ont ete identifiees chez les plantes, en plus d'une dix-huitieme 

famille putative. Cependant leurs roles et fonctions enzymatiques n'ont pas tous ete 

elucides. La classification dans le tableau 1 presente toutes les formes de proteines PR 
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isolees a ce jour, mais toutes ne sont pas forcement presentes en meme temps dans une 

plante donnee (van Loon et Van Strien, 1999; van Loon et al, 2006). 

Le premier groupe de proteines PR mis en evidence est la famille des proteines PR-1. Ce 

sont les proteines les plus abondantes qui comprennent differents membres (PR-la, PR-

lb, PR-lc). Leur activite biologique n'est pas encore connue (Conrath et al, 2002). 

Cependant, certaines proteines PR-1 sont capables d'inhiber la germination de zoospores 

de Phytophthora infestans (Niderman et al, 1995 ; van Loon et al, 2006). De plus, la 

surexpression de PR-la par transgenese chez le tabac montre une augmentation de la 

resistance a des agents pathogenes comme Phytophthora parasitica (Alexander et ah, 

1993). Les PR-1 sont souvent utilisees comme marqueurs de la resistance puisqu'elles 

sont omnipresentes lors de la mise en place des reponses de defense contre divers agents 

pathogenes. 

Le role de certaines proteines PR a pu etre determine, notamment, les PR-2 une famille 

d'endo-Pl,3-glucanases qui ont une specificite pour les p-1-3 glucanes. Elles 

comprennent differents membres PR-2a, PR2-b et PR-2c. De meme la classe des 

chitinases representee par les PR-3 (PR-3a et PR-3b aussi appelee PR-Q'), PR-4 (PR-4a 

et PR-4b), PR-8 et PR-11. Ces enzymes s'attaquent a la chitine qui avec les |3-l-3 

glucanes sont les constituants majeurs de la paroi de certains champignons (Thevissen et 

ai, 1996). Les chitinases ont egalement une autre activite, l'activite lysozyme qui permet 

l'hydrolyse des peptidoglycanes des bacteries. 

La famille des proteines PR-5, souvent appelees proteines de type thaumatine du fait de 

leur homologie de sequence avec des thaumatines humaines. Elles comprennent 

l'osmotine, PR-5a et PR-5b. Elles ont aussi une activite antifongique (Abad et ai, 1996 ; 

Morohashi et Matsushima, 2000; Ribeiro et ai, 2006; van Loon et al, 2006). 

Les proteines PR-6 sont des inhibiteurs de proteases impliquees dans la defense contre les 

insectes et aux herbivores (Koiwa et al, 1997). D'autres sont des endoproteases, 

nominees, les proteines PR-7. Elles ont ete mises en evidence seulement chez la tomate. 
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Les proteines PR-9 sont des peroxydases dont la fonction est de renforcer les parois 

cellulaires suite a une elicitation. Les proteines PR-10 sont apparentees aux ribonucleases 

(Moiseyev et ah, 1997). Ces proteines possedent aussi des proprietes antifongiques. Les 

defensines et les thionines font partie des families de proteines PR-12 et 13 

respectivement. Ce sont de petites proteines de 3 a 5 kDa riches en cysteines possedant 

des proprietes antimicrobiennes (Garcia-Olmedo et ah, 1998). 

Les proteines de transfert de lipides (LTP) appartiennent a la famille des proteines PR-14. 

Ce sont de petites proteines riches en cysteine. L'expression de certaines de ces proteines 

est stimulee lors d'interaction plante-agent pathogene (Garcia-Olmedo et ah, 1995; Jung 

et Hwang, 2000; Park et ah, 2002). Les LTP partagent avec les thionines et les 

defensines, la capacite d'inhiber la croissance bacterienne et fongique (Garcia-Olmedo et 

ah, 2001). 

Les oxalate oxydases et les oxalate oxydases-like d'orge represented les classes de 

proteines PR-15 et PR-16 respectivement. Une augmentation de l'activite de ces enzymes 

est observee dans les extraits de feuilles de ble et d'orge inoculees par Erysiphe graminis 

(Dumas et ah, 1995 ; Zhou et ah, 1998). 

La derniere classe de proteines PR, les PR-17, est representee par une proteine du tabac 

NtPRp27 de nature et de fonction inconnue dont l'expression est induite lors de 

l'interaction incompatible tabac/VMT (Okushima et ah, 2000). 

Des proteines presentant des homologies avec les proteines PR ont ete identifiees, mais 

ne peuvent etre classifiees selon les criteres de ces families. Parmi celles-ci, on compte 

une amylase produite par le tabac, des glycoproteines riches en hydroxyproline (HRGPs) 

et des proteines riches en glycine, la proteine DRR206 du pois, des proteines inhibitrices 

de polygalacturonase, des lipoxygenases et des produits de genes homologues aux lipases 

(Sachetto-Martins et ah, 2000; van Loon et ah, 2006). L'expression de tous ces genes 

peut-etre induite par differents agents pathogenes chez differentes plantes. Mais la nature 

des genes induits et leur intensite est differente suivant les plantes. 
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2.2 L'ARN interference (ARNi) 

L'ARN interference (ARNi) est un mecanisme naturel, qui a d'abord ete identifie sous le 

nom de PTGS chez les plantes pour « Post-Transcriptional Gene Silencing » (EGPT, 

l'extinction genique post-transcriptionnelle) dans les annees 1990 (Fire et al, 1998; van 

der Krol et al, 1990; Romano et Macino, 1992). II s'agit d'un processus qui consiste a 

reduire drastiquement si non a inhiber l'expression de genes cibles en degradant leur 

ARN messager (ARNm) de maniere sequence-specifique. Par la suite, ce phenomene 

s'est avere present chez de nombreux organismes notamment, les champignons (Segers et 

al, 2007; Romano et Macino, 1992), les insectes (Kennerdell et Carthew 1988) et les 

mammiferes dont la souris et l'humain (Svoboda et al, 2000, Chiu et Rana 2002). 

De nombreuses recherches ont montre que le PTGS constituait un mode de resistance 

antiviral repandu chez les plantes (Lindbo et al, 1993; Ratcliff et al, 1999; waterhouse et 

al, 2001). Desormais, l'idee que le PTGS est un moyen de defense antiviral est renforce 

par 1'interaction naturelle entre plante et virus. 

Les plantes peuvent se retablir de certaines infections virales et devenir ensuite resistantes 

a une reinfection par le virus initial et les virus du meme groupe. Ceci est du a l'ARN 

interference, dont l'efficacite repose sur 1'amplification du signal et sur sa propagation 

locale et systemique. L'amplification du PTGS antiviral vise a assurer une reponse plus 

robuste et plus durable (Wassenegger et Krczal, 2006). D'autre part, un ensemble de 

virus code pour des proteines qui supprime le PTGS, suggerant ainsi une convolution 

entre le virus et l'hote (Voinnet et al, 1999; Voinnet, 2005). En plus de son role dans la 

resistance antivirale chez les plantes, le PTGS controle aussi le developpement et la 

differentiation cellulaire ainsi que la degradation des ARNm transcrits en quantite trop 

importante ou montrant des aberrations. Le PTGS est, par exemple, implique dans la 

floraison, le developpement des feuilles et la reponse a l'auxine (Mallory et Vaucheret, 

2006). Le PTGS modulerait les reponses aux facteurs de stress abiotiques (Phillips et al, 

2007; Sunkar et al, 2007). Enfin, Le PTGS protege egalement l'integrite du genome par 

le controle de l'activite des transposons (Tang, 2005). En effet, les transposons peuvent 
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se deplacer dans le genome, ce qui peut alterer la fonction et la structure d'un gene (Llave 

et al, 2002). 

Tableau 1: Les families reconnues de proteines reliees aux agents pathogenes 

Famille 

PR-1 

PR-2 

PR-3 

PR-4 

PR-5 

PR-6 

PR-7 

PR-8 

Type de membre 

PR-lachez le tabac 

PR-2 chez le tabac 

Tabac P, Q 

Tabac 'R' 

Tabac S 

Inhibiteur I chez la tomate 

P69 chez la tomate 

Chitinase chez le Concombre 

Propriete 

Antifongique 

(3-1,3-glucanase 

chitinase type I, II, IV, V, 

VII 

chitinase type I, II 

VI, 

homologue a une thaumatine 

inhibiteur de proteinase 

Endoproteinase 

chitinase type III 

Reference 

Antoniw et al., 1980 

Antoniw et al, 1980 

Van Loon, 1982 

Van Loon, 1982 

Van Loon, 1982 

Green and Ryan, 

1972 

Vera and Conejero, 

1988 

Metraux et al., 1988 

peroxydase formant de la 

PR-9 lignine chez le tabac 

PR-10 PR1 chezlePersil 

Chitinase « classe V » chez le 

PR-11 tabac 

PR-12 Rs-AFP3 chez le radis 

PR-13 THI2.1 chez arabidopsis 

PR-14 LTP4 chez l'orge 

PR-15 OxOa (germine) chez l'orge 

PR-16 OxOLP chez l'orge 

PR-17 PRp27 chez le tabac 

Peroxydase Lagrimini et al., 1987 

homologue a une ribonuclease Somssich et al., 1986 

chitinase, type I Melchers et al., 1994 

Defensine Terras et al., 1992 

Thionine Epple et al, 1995 

Garcfa-Olmedo 

proteines de transfert de lipide et al., 1995 

oxalate oxydase Zhang et al., 1995 

homologue a un oxalate 

oxydase Wei et al., 1998 

Inconnue Okushima et al., 2000 

(tire de van Loon et al, 2006) 
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II existe plusieurs systemes de PTGS, chacun etant dedie a la regulation de phenomenes 

physiologiques distincts (antiviral, developpement, etc.). Les molecules d'ARN qui 

initient le PTGS, de meme que les proteines et les complexes proteiques cles de ces 

systemes montrent des specificites differentes et les ARNm cibles ne sont pas apparentes 

(Baulcombe, 2004; Brodersen et Voinnet, 2006; Jones-Rhoades et al, 2006; Xie et al, 

2004). Malgre ces differences, les systemes de PTGS peuvent etre interchangeables ou 

avoir des fonctions similaires dans certaines situations (Mallory et Vaucheret, 2006). II 

subsiste encore des interrogations quant aux differents genes impliques. Malgre les 

disparites existantes, le mode d'action et les mecanismes biochimiques generaux de 

PTGS sont bien etablis (figure 9). 

Chez les plantes, l'element declencheur de tout le processus du PTGS est un ARN double 

brin (ARNdb) qui est reconnu et pris en charge par une endonuclease de la famille des 

RNAses de type III, appelee Dicer, ou par des proteines homologue a Dicer (DCL) 

(Bernstein et al, 2001; Zamore et al., 2000). L'ARNdb reconnu peut provenir de 

plusieurs sources. lis peuvent etre formes par le repliement de sequences repetees 

inversees d'ARN, par l'hybridation de fragments d'ARN sens et antisens 

complementaires, par exemple lors de la replication d'un virus a ARN ou par Taction 

d'une ARN polymerase ARN-dependante d'origine virale ou endogene (Akbergenov et 

al, 2006; Wassenegger et Krczal, 2006). La proteine Dicer (ou DCL) clive ces ARNdb 

en petits ARNdb de 21 a 23 nucleotides (siRNAs) (Dunoyer et Voinnet, 2005; Bartel, 

2004). Cette etape de coupure est ATP-dependante. 

Les siARNs generes sont ensuite incorpores dans un complexe multiproteique connu sous 

le nom de RISC (RNA-induced silencing complex). Ce complexe s'active apres la 

dissociation des deux brins de petit siARN par une helicase composant RISC, le 

complexe RISC active utilise les siARN simple brins comme guide pour identifier 

specifiquement les ARN transcrits complementaires (Tang, 2005) L'ARNm sera alors 

clive par la proteine Argonaute du complexe RISC, ce qui abolira l'expression du gene en 

question (Baulcombe, 2004; Baumberger et Baulcombe. 2005; Lee, et al, 2004). 
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L'ARNm etant detruit, la proteine normalement codee par cet ARN ne peut plus etre 

synthetisee. 
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Figure 9: Mecanismes de l'extinction genique post-transcriptionnelle chez les 

plantes. Chez les plantes, l'EGPT est consacree a) a la regulation du developpement et b) 

a la suppression des acides nucleiques parasitaires (virus, transgene). L'EGPT est initiee 

lorsqu'un ARNdb aberrant, endogene ou exogene, est reconnu par une ribonuclease, 

Dicer ou DCL, et clive en miARNs ou en siARNs double brins. Ces miARNs et siARNs 

sont ensuite incorpores au complexe RISC pour cibler la suppression ou la repression de 

F ARNsb complementaire. Dans le cadre de la resistance antivirale, les siARNs modulent 

en outre Famplification et la propagation locale et systemique de l'EGPT. (Adapte de 

Silhavy and Burgyan, 2004). 

Recemment, il a ete mis en evidence que la defense induite par la reconnaissance de la 

flagelline (flg22), un PAMP majeur de P. syringae, induit Faugmentation de la 
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transcription du miARN miR393 qui cible les ARNm codant pour le F-box recepteur 

d'auxine notamment la proteine d'inhibition du transport 1 (TIR1). TIR1 fait partie du 

complexe SCFTml qui interagit et degrade, par le proteasome, le represseur de la reponse 

a l'auxine (AUX/IAA). Done l'induction de miR393 par PAMP, augmente la 

disponibilite cellulaire d'Aux/IAA pour inhiber la liaison des facteurs de transcriptions 

sensibles a l'auxine (ARFs) aux regions promotrices sensible a l'auxine (AuxRE). Ce qui 

mene a l'inhibition de l'expression des genes dependant de la voie de signalisation de 

l'auxine. En consequence, flg22 empeche l'expression de genes lies a la reponse a 

l'auxine grace a l'EGPT (Navarro et al, 2006; Voinnet, 2008). Une autre equipe de 

recherche a identifie le PTGS declenche chez des plantes d'A. thaliana inoculees avec 

une souche de P. syringae (DC3000hrcC), mutee dans le systeme de secretion de type III 

requis pour la virulence. Remarquablement, ils ont observe une augmentation du niveau 

d'induction des miR160 et miR167, qui visent les ARNm de la famille des ARFs 

(Fahlgren et al, 2007). 

II a ete aussi montre recemment que le PTGS est implique dans la resistance contre les 

nematodes (Baldwin et al., 2002). II serait alors important de voir si ce phenomene du 

RNA silencing est egalement requis pour la resistance contre les champignons. 

3. Suppression des reactions de defense 

Plusieurs agents pathogenes utilisent des strategies qui leurs permettent de contourner les 

defenses de la plante hote. Doke (1975) a ete le premier a decrire la presence d'un 

suppresseur de reaction de defense chez Phytophthora infestans. En effet, cet agent 

pathogene de la pomme de terre, possede un glucane qui supprime le burst oxydatif et la 

RH chez son hote (Doke 1975). Les spores en germination de Mycosphaerella pinodes 

(agent pathogene du pois) produisent un glycopeptide de faible poids moleculaire qui 

permet la suppression de la defense de la plante et la mise en place de la maladie en 

presence de M. pinodes et Alternaria alternata (Yoshioka et al, 1990). Dans les deux 

cas, la presence du suppresseur des reactions de defense de la plante provoque la 
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suppression de la RH qui est cruciale pour la resistance contre l'infection precoce de la 

plante. 

Plusieurs autres suppresseurs de reactions de defense ont ete depuis decouverts 

(Abramovitch et al., 2003; Axtell et Staskawicz, 2003; Bouarab et al., 2002 ; Mackey et 

al., 2003; Hauck et al., 2003; Rigano et al., 2007; Rose et al., 2002; Yun et al., 2006). 

Plusieurs proteines d'avirulence se sont revelees capables de contourner les mecanismes 

de resistance mis en place par la plante suite a la reconnaissance d'un eliciteur 

(Abramovitch et Martin, 2004). 

II a ete montre que la coronatine, une toxine produite par P. syringae, induit une 

susceptibilite locale et systemique chez la plante hote Arabdopsis thaliana (Cui et al., 

2005). 

Au cours de 1'interaction entre le soja et son agent pathogene Phytophthora sojae, la 

plante produit une glucanase qui degrade la paroi du champignon et genere ainsi des 

oligoglucanes qui sont reconnus par la plante comme etant un eliciteur. Ce champignon 

secrete une proteine inhibitrice de la glucanase (GIP, Glucanase Inhibitor Protein). La 

GIP reduit le nombre de molecules elicitrices des reponses de defense en contact avec la 

plante, affectant ainsi la mise en place d'une resistance efficace (Rose et al., 2002). 

Nous avons demontre que le xanthan, un exopolysaccharide produit par Xanthomonas 

spp, supprime specifiquement la defense locale de la plante par 1'inhibition de la 

deposition de la callose (yun et al, 2006). De meme nous avons montre en 2007 que le p-

(1-2) glucane cyclique produit par Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc) 

supprime l'immunite locale et systemique des plantes Nicotiana benthamiana et 

Arabidopsis thaliana. (Rigano et al., 2007) 

Tres recemment, le groupe de Cooper a montre que les exopolysaccharides (EPSs) 

bacteriens suppriment 1'induction du signal induit par les MAMP (motif moleculaire 

associe au microorganisme «Microbial Associated Molecular Patterns*) dans les plantes. 
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Cette suppression engendree par ces EPSs est due a leur pouvoir chelateur des ions 

calcium, un messager essentiel dans la signalisation et la mise en place de rimmunite de 

la plante (Aslam et ah, 2008). L'utilisation de mutants affectes dans la production de ces 

EPSs ou bien l'application directe des MAMPs, elicite l'influx du calcium et l'expression 

des genes de defense ainsi que la resistance contre ces bacteries (Aslam et ai, 2008). 

Les suppresseurs semblent done interferer avec la voie de signalisation des eliciteurs de 

defense, ce qui supprime la resistance de la plante aux agents pathogenes (figure 10). 

Suppresseurs: 

Effecteurs bacteriens 
Polysaccharides 
Proteines des agents pathogenes 

Signalisation 

Pas de reponse de defense 
Maladie 

Figure 10: La mise en place de la maladie due a la suppression de 1'immunite des 

plantes 

4. Les maladies cryptogamiques 

Les champignons sont des organismes ne possedant ni chlorophylle ni tissus 

constructeurs. La plupart des 10000 especes de mycetes classifies sont saprophytes 

(organismes dont la nutrition est assuree directement a partir de matieres organiques en 

decomposition), dont une partie est connue comme des agents pathogenes envers les 
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plantes. Certains champignons peuvent provoquer des necroses locales ou completes des 

tissus, une hypoplasie (retard dans le developpement de la plante) ou une hyperplasie 

(croissance accrue d'une partie ou de la totalite de la plante). Ces maladies, dues souvent 

a l'absence de traitement efficace, detruisent partiellement les cultures et sont a l'origine 

de nombreux problemes economiques (Poliart, 2000). 

Le champignon pathogene peut se maintenir dans le sol, sur d'autres plantes, ou sur des 

debris vegetaux, en attendant de se retrouver en contact avec la plante note. La 

contamination de celle-ci se fait le plus souvent par des spores transportees par le vent, 

l'eau ou les insectes. Le parasite peut aussi subsister, a l'etat de spores, dans certains 

organes (graine, tubercule, bourgeon) de la plante hote, en attendant les conditions 

favorables pour germer (en general, une temperature douce et une humidite importante). 

La plante repond a la penetration du champignon dans ses cellules de diverses manieres. 

Sa resistance a cette agression est une caracteristique genetique (et un critere important 

dans la selection des varietes de plantes cultivees), mais depend aussi de plusieurs autres 

facteurs (lumiere, age de la plante, nutrition, presence de blessures). Le developpement 

du mycelium, qui detourne a son profit les substances elaborees par les cellules vegetales, 

va se traduire par un certain nombre de symptomes, propres a chaque maladie : 

jaunissement, fletrissement, necroses generates ou localisees, alteration de la croissance 

des organes de la plante. La lutte contre les champignons phytopathogenes se fait par des 

pratiques culturales, mais surtout par des moyens chimiques. 

Dependamment de leur style de vie, les champignons peuvent etre repertories parmi les 

biotrophes ou les necrotrophes. Les champignons biotrophes ont besoin de cellules 

vivantes pour proliferer, alors que les champignons necrotrophes tirent profit des cellules 

mortes. Dans le cas des biotrophes, il est facile de deduire que les agents pathogenes 

derivent les nutriments des tissus vivants de l'hote, contrairement aux agents pathogenes 

necrotrophes qui puisent les nutriments des cellules mortes (Glazebrook, 2005). 

Cependant, certains agents pathogenes peuvent avoir les deux cycles de vie, notamment 

les hemi-biotrophes, qui presentent un stade biotrophe au debut de l'infection (Bouarab, 

et al, 2002) 
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4.1 Mecanismes d'infection des plantes 

L'infection des structures vegetales peut se faire de differentes fagons. Les tubes de 

germination des conidies ou spores peuvent passer a travers la barriere cuticulaire et 

parietale par force mecanique, par action enzymatique, par les stomates (ouverture 

microscopique dans l'epiderme d'une feuille, eventuellement d'une tige, assurant les 

echanges gazeux entre la plante et 1'atmosphere) ou par les blessures provoquees par des 

piqures d'insectes. L'infection par du mycelium provenant de tissus morts de parties 

vegetales infectees est aussi frequente (Verhoeff, 1980). 

4.2 Les forces mecaniques 

Chez certains champignons comme Magnaporthe grisea, les conidies, disseminees entre 

autres par l'eau de pluie ou par le vent, atterrissent sur la feuille de l'hote et adherent a la 

cuticule (Ou et al., 1985). L'adhesion des spores se fait grace a la liberation de mucilage 

contenu dans l'extremite apicale de la spore. Cette liberation est declenchee par le contact 

avec la surface hydrophobe de la feuille et permet une adhesion forte de la spore a son 

support (Hamer et al., 1988). Une fois attachee, la spore germe rapidement (2 heures 

apres contact avec la feuille). En conditions inductrices de la virulence (rigidite du 

support, hydrophobicite, presence de monomeres de cutine), le tube germinatif emergeant 

cesse de croitre, gonfle a son apex (2-4 heures) et se differencie (4-8 heures) en 

appressorium, une structure specialisee dans la penetration. Cette cellule hemispherique 

s'individualise du tube germinatif par la formation d'un septum a parois epaisses (Bourett 

et Howard, 1990; Dean, 1997). La formation de 1'appressorium fait intervenir un 

processus complexe sous le controle de signaux externes, tels que la durete, 

1'hydrophobicite de la surface et la presence de cires de la cuticule foliaire. Une fois 

differencie, 1'appressorium met en place differents programmes cellulaires pour pouvoir 

penetrer dans la plante. Ainsi, les parois de 1'appressorium se « melanisent » (Howard et 

Valent, 1996). La production de melanine est une caracteristique de la virulence de la 

plupart des champignons pathogenes (Talbot, 2003). De plus, elle permet une 

accumulation de glycerol intracellulaire en grandes quantites (jusqu'a 3M) (De Jong et 

44 



Introduction 

al, 1997). La forte pression osmotique ainsi generee (12-20 heures), equivalente a 80 

bars, a pour consequence une pression de turgescence convertie en force mecanique pour 

permettre a un hyphe etroit (aiguille d'infection) de penetrer dans la plante hote (20-24 

heures). Apres la cuticule, l'aiguille d'infection franchit la paroi des cellules 

epidermiques et se developpe en hyphes infectieux bulbeux (Talbot, 1995) (figure 11). 

L'eau entre dans 
I'appressorium 

Tube infectieux 

\ 
\ 1 / / 

^ 

Goutte d'eau 

Spore 

Surface de feuille 

Figure 11: Processus d'infection de la feuille de riz par une spore de Magnaporthe 

grisea 

4.3 Penetration des champignons phytopathogenes par les stomates 

Certains champignons y compris B. cinerea utilisent les ouvertures naturelles 

(stomates, lenticelles) comme mode d'infection des parties aeriennes des plantes hotes 

(figure 12A) (El Oirdi et Bouarab, 2007). Les spores fongiques germent generalement a 

la surface des plantes et le tube germinatif se differencie en appressorium qui developpe 

un hyphe hyalin mince. Ce dernier passe a travers le stomate et reprend sa forme normale 

a l'interieur de la plante hote. Une fois dans la cavite sous stomatique, le mycelium se 

developpe en de nombreux petits hyphes et envahit les cellules et/ou l'espace 

intercellulaire de l'hote ou ils forment des haustoria (sugoir) dans les cellules de l'hote 

(figure 12B)(Agrios, 2005 ; Mendgen, 1996). 
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A 

spore 

Structure d'adhesion 

Tubegerminatif 

Appressorium 
Hyphe infectieux 

Haustorium 

Figure 12: Infection de la feuille via les stomates, A) Penetration d'un stomate par le 

tube infectieux de 1'appressorium d'une spore de Botrytis cinerea (El Oirdi et Bouarab, 

2007) B) Presentation schematique des differentes composantes d'infection par un 

champignon pathogene (modifie d'apres Mendgen, 1996) 

4.4 Infection par action enzymatique ou phytotoxines 

Les conidies d'un certain nombre de champignons pathogenes, adherent a la plante par 

interactions hydrophobes entre leur paroi cellulaire et la cuticule. Lors de leur 

germination, une cutinase constitutive est secretee. Ce qui degrade les molecules de 

cutine et libere des monomeres composes d'acides gras. Ces monomeres stimulent 

l'agent pathogene a produire massivement de la cutinase qui va entrainer la dissolution de 

la barriere cuticulaire de la plante et permettre a l'agent pathogene d'atteindre 1'epiderme 

(Van der Vlugt-Bergmans et ai, 1997; Kars et Van Kan 2004). A ce stade, certains 

agents pathogenes fongiques comme B. cinerea secretent d'autres enzymes, en particulier 

les pectinases qui degradent la pectine, un polysaccharide majoritaire des parois primaires 

de la cellule vegetale. L'agent pathogene s'infiltre ainsi a l'interieur. 

: M > 

10 um 
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Les enzymes pectolytiques sont secretees par 1'agent pathogene lors du contact avec la 

paroi des cellules vegetales. Ce n'est que lorsque la fraction pectique de la paroi est 

suffisamment degradee que d'autres enzymes comme les cellulases, xylanases et 

proteases sont secretees (Le Poivre, 2003). 

Beaucoup d'enzymes sont aussi impliquees dans la pathogenicite de B. cinerea comme, 

les polygalacturonases, les pectates lyases, les pectines lyases et les pectine-

methylesterases. D'autres enzymes comme les proteases a aspartate, les laccases sont 

egalement impliquees dans le pouvoir pathogene de B. cinerea (Kars et Van Kan, 2004; 

Valette-Collet, 2003) 

B. cinerea secrete aussi des toxines non specifiques pour tuer un large spectre de plantes. 

La toxine la plus connue est le sesquiterpene botrydial. Cette toxine produite pendant 

l'infection induit une chlorose et une fragilisation des cellules, ce qui facilite la 

penetration et la colonisation de l'hote (Mathias et al, 2007). De meme, B. cinerea est 

capable de produire des metabolites secondaires comme l'acide abscisique et l'acide 

botcinique qui jouent un certain role dans sa virulence (Collado et al 2007) 

5. La pourriture grise 

La pourriture grise de la plante de tomate est l'une des maladies les plus devastatrices de 

la tomate cultivee dans les serres. Elle est causee par le champignon pathogene B. 

cinerea. Son developpement, rapide et insidieux, engendre chaque annee la destruction de 

cultures pendant le stade de croissance ainsi que pendant le transport et le stockage des 

recoltes (Hammer et a/., 1990; Berrie, 1994; Brian et al, 2007). 

Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz est un champignon pathogene des plantes, 

souvent connu sous le nom de Botrytis cinerea Pers.: Fr. Le nom de la phase asexuee ou 

anamorphe, Botrytis cinerea, est communement prefere au nom de l'etape sexuee ou 

teleomorphe, Botryotinia fuckeliana (Tableau 2). 
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Tableau 2: Classification de Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz 

Division 

Classe 

Ordre 

Famille 

Genre 

Espece 

Classification Asexuee 

Deuteromycota 

Hyphomycetes 

Moniliales 

Moniliaceae 

Botrytis 

Botrytis cinerea 

Classification Sexuee 

Ascomycota 

Discomycetes 

Helotiales 

Sclerotiniaceae 

Botryotinia 

Botryotinia fuckeliana 

B. cinerea, est un champignon phytopathogene polyphage necrotrophe (Morrissey et 

Osbourn, 1999) qui constitue un danger pour les cultures au champs (Hamada et ah, 

1994) ou en serre (Raposo et al., 2001). Ce champignon cause la pourriture grise des 

fleurs, des fruits, des feuilles et des tiges de la tomate, mais attaque aussi la vigne, la 

pomme de terre, la fraise et d'autres cultures (figure 13). 

L'importance relative des differents symptomes depend des conditions 

environnementales et des conditions culturales pratiquees dans les serres (Raposo et al., 

2001). lis produisent un mycelium hyalin sur les tissus attaques, qui deviendra gris 

pendant la sporulation. Cette derniere peut avoir lieu quelques jours apres le debut de 

l'infection (3 a 4 jours). B. cinerea peut etre considere comme un bon modele d'etude de 

l'arsenal commun aux mecanismes d'infection de l'ensemble des champignons 

phytopathogenes. 

5.1 Cycle de developpement et de reproduction de B. cinerea 

Comme tout etre vivant, B. cinerea nait, se developpe et se reproduit. La conidie (ou 

spore) est le point de depart de ce cycle. C'est une cellule unique, multinucleee, 

differenciee (qui a atteint son stade final de developpement) et en dormance (qui 

maintient un niveau de metabolisme limite a sa survie). Sa viabilite est d'autant plus 

longue que la temperature et l'hygrometrie sont basses. 
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Figure 13: Symptomes de la pourriture grise causee par B.cinerea sur differents 

types de cultures (Tomate, Fraise, Pomme de terre, Melon, Aubergine, Chou, Tabac, 

Orchide, et Vigne) 

Dans de bonnes conditions d'humidite et de temperature, son metabolisme s'active et la 

spore se dedifferencie, c'est-a-dire que sa dormance est levee et que le processus de 

division cellulaire est active. 

Elle va produire une premiere cellule fille, le tube germinatif qui, a son tour va se diviser 

et former un filament multicellulaire, l'hyphe (figure 14). Celui-ci va former des hyphes 

lateraux qui vont s'entrecroiser en un reseau de plus en plus important, le mycelium. Des 

facteurs, principalement nutritionnels et climatiques vont progressivement arreter la 
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croissance mycelienne et induire la formation d'organes reproducteurs, les conidiophores, 

sur lesquels un grand nombre de conidies vont apparaitre. Le mycelium donne egalement 

naissance a des amas myceliens tres denses, les sclerotes, considered comme les organes 

de resistance du champignon durant les conditions defavorables. Lorsque ces dernieres 

deviennent favorables, les sclerotes donnent naissance a de nombreux conidiophores 

produisant des conidies (Agrios, 2005) (figure 14). 

plante ou dans le sol 

Figure 14: Cycle biologique et d'infection de B. cinerea (modifie d'apres Agrios, 

2005) 

5.2 Objectifs du projet de recherche 

Botrytis cinerea est un champignon phytopathogene necrotrophe responsable de la 

pourriture grise. Cette maladie engendre des degats tres importants sur plus de 200 

plantes hotes. Plusieurs d'entre elles sont des cultures d'interet agronomique, notamment 

les solanacees (tomate, pomme de terre, tabac, e t c . ) . Nos connaissances sur les moyens 
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utilises par B. cinerea pour envahir la plante hote restent encore limitees. Cependant, un 

ensemble de facteurs de virulence etait propose pour etudier l'interaction entre B. cinerea 

et ses notes, notamment, la production d'enzymes extracellulaires qui degradent la paroi 

et la cuticule des plantes et favorisent ainsi la mise en place de la pourriture grise causee 

par ce champignon. Le fait que ce champignon ait une gamme d'hotes tres diversifie 

suggere qu'il possede differentes strategies pour envahir ces hotes. De plus en plus 

d'etudes montrent maintenant que les agents pathogenes detournent le mecanisme 

immunitaire de la plante pour l'envahir. Cette strategic constitue alors un nouveau moyen 

de virulence. B. cinerea a besoin de tuer les cellules de son hote pour pouvoir se 

developper. Des etudes ont montre que ce champignon induit une forme de RH chez la 

plante qui joue un role important dans son pouvoir de virulence. D est done essentiel de 

dissequer l'importance de cette RH dans la mise en place de la pourriture grise. Parmi les 

moyens utilises par P. syringae, une bacterie biotrophe, la production d'une toxine 

(coronatine) qui mime la presence de l'AJ, ce qui inhibe la voie de l'AS qui est requise 

contre les agents pathogenes biotrophes. Aucune etude decrivant l'utilisation de cette 

strategic par les agents pathogenes necrotrophes n'a ete publiee. Par consequent il serait 

important de savoir si B. cinerea utilise cette strategie pour infecter son hote, la tomate. 

Par ailleurs, des agents pathogenes sont egalement capables de produire des enzymes de 

detoxification des metabolites secondaires. Ces enzymes compromettent l'activite 

antimicrobienne de ces metabolites et permettent egalement la suppression de certaines 

reponses de defense de la plante, ce qui favorise encore une fois la mise en place de la 

maladie. Toutes ces strategies ne sont pas mises en evidence chez les agents pathogenes 

necrotrophes. Par consequent, mon objectif general etait done d'etudier les facteurs qui 

controlent le pouvoir pathogene chez B. cinerea. Le projet consistait d'abord a montrer 

l'importance de la RH dans la mise en place de la pourriture grise causee par B.cinerea. 

Une seconde etape consistait ensuite a savoir si B. cinerea manipule les effets 

antagonistes entre les voies immunitaires (AS et AJ) de la plante pour instaurer sa 

maladie. Finalement, il s'agissait de demontrer si B. cinerea est capable de produire une 

ou des enzymes qui compromettent l'activite antimicrobienne de la scopoletine, une 

phytoalexine produite par les tabacs, et qui permettent ainsi de favoriser 1'infection 

induite par ce champignon chez le tabac. 
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CHAPITRE 1 

LES REGULATEURS EDS1 ET SGT1 AUGMENTENT LA SEVERITE DE LA 

MALADIE CAUSEE PAR LE CHAMPIGNON NECROTROPHE 

BOTRYTIS CINEREA 

Preambule 

Les reponses de defense induite par l'AS sont largement controlees par des regulateurs 

comme EDS1 (Enhanced disease susceptibility) et SGT1 (suppressor of the G2 allele of 

Skpl). Ces deux acteurs controlent la mise en place de la reaction hypersensible, 

necessaire pour detruire les agents pathogenes biotrophes. B. cinerea est un agent 

pathogene necrotrophe ce qui signifie qu'il a besoin de tuer les cellules vegetales pour les 

envahir. 

L'objectif de cette partie de ma recherche etait de determiner si B. cinerea manipule les 

voies de signalisation qui menent a la mise en place de la reaction hypersensible pour 

installer sa maladie. 

Lors de ces travaux, nous avons montre que B. cinerea cause la pourriture grise chez 

Nicotiana benthamiana. Cette maladie necessite la presence des deux regulateurs de la 

reaction hypersensible chez la plante, EDS1 et SGT1. En effet, B. cinerea active 

l'expression des genes EDS1 et SGT1. Par ailleurs, le silencing de ces deux genes reduit 

la mise en place de la maladie chez N. benthamiana. Nous avons aussi montre que les 

plantes de tabac qui sur-expriment la p35 (baculovirus antiapoptotic protein, une proteine 

antiapoptotique) sont plus resistantes a B. cinerea que les plantes sauvages. Dans 

l'ensemble, ces resultats suggerent que B. cinerea utilise la voie qui mene a la mise en 

place de la reaction hypersensible pour instaurer sa maladie. 

J'ai realise la totalite des experiences reliees aux travaux presentes dans ce manuscrit. J'ai 

egalement participe significativement a la redaction de 1'article. Le Dr Kamal Bouarab a 

participe activement a la conception des experiences et a la redaction de 1'article. 
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Mohamed El Oirdi and Kamal Bouarab (2007) Plant signalling components EDS1 and 
SGT1 enhance disease caused by the necrotrophic pathogen Botrytis cinerea. New 
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Summary 

Botrytis cinerea is a necrotrophic fungus that causes grey mould on a wide range of food 

plants, especially grapevine, tomato, soft fruits and vegetables. This disease brings about 

important economic losses in both pre- and postharvest crops. Successful protection of 

host plants against this pathogen is severely hampered by a lack of resistance genes in the 

hosts and the considerable phenotypic diversity of the fungus. 

The aim of this study was to test whether B. cinerea manipulates the immunity-signalling 

pathways in plants to restore its disease. 

We showed that B. cinerea caused disease in Nicotiana benthamiana through the 

activation of two plant signalling genes, EDS1 and SGT1, which have been shown to be 

essential for resistance against biotrophic pathogens; and more interestingly, virus-

induced gene silencing of these two plant signalling components enhanced N. 

benthamiana resistance to B. cinerea. Finally, plants expressing the baculovirus 

antiapoptotic protein p35 were more resistant to this necrotrophic pathogen than wild-

type plants. 

This work highlights a new strategy used by B. cinerea to establish disease. This 

information is important for the design of strategies to improve plant pathogen resistance. 

Introduction 

Plants carry a surveillance system to recognize attacking microorganisms and to induce 

effective defence mechanisms. Resistance is often controlled by a gene-for-gene 

interaction between plant resistance (R) genes and pathogen avirulence (avr) genes 

(Hammond-Kosac & Jones, 1997; Dangl & Jones, 2001; Jones & Dangl, 2006). Avr 

recognition by the R-gene leads to activation of the hypersensitive response (HR), a type 

of programmed cell death (PCD) that occurs at or near the site of pathogen entry (Morel 

& Dangl, 1999; Heath, 2000). The HR is thought to confine the pathogen by stopping its 

spread from the site of attempted infection, and is likely to involve active plant 
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metabolism (Levine et al, 1996). R-gene-mediated resistance is also associated with the 

activation of a salicylic acid (SA)-dependent signalling pathway that leads to the 

expression of certain pathogenesis-related (PR) proteins, which are thought to contribute 

to establishing resistance. Some other plant-defence responses are controlled by 

mechanisms dependent on ethylene (ET) and/or jasmonates (JA) (Kunkel & Brooks, 

2002; Devoto & Turner, 2003; Lorenzo & Solano, 2005; Mur et al, 2006). Several 

observations have led to the suggestion that plant-defence responses may be tailored to 

the attacking pathogen, with SA-dependent defences acting against biotrophs, and JA-

and ET-dependent responses acting against necrotrophs (McDowell & Dangl, 2000; 

Kunkel & Brooks, 2002; Devoto & Turner, 2003; Lorenzo & Solano, 2005; Mur et al, 

2006). Salicylic acid and JA are mutually inhibitory for the expression of many genes 

(Kunkel & Brooks, 2002; Devoto & Turner, 2003; Lorenzo & Solano, 2005; Mur et al, 

2006). Thus several genes, such as lipoxygenase, PDF1 and VSP, involved in various 

steps of J A signalling, are compromised by SA (Doares et al, 1995; Harms et al, 1998; 

Gupta et al, 2000; Spoel et al, 2003). On the other hand, it has also been shown that JA 

can suppress the expression of acidic PR-genes that are SA-dependent (Niki et al, 1998). 

Mutational analyses in Arabidopsis led to the identification of signalling components 

downstream from R-protein function (Glazebrook, 2001). EDS1 encodes a protein with 

homology to lipases, and is necessary for resistance (including HR) mediated by 

Toll/interleukin 1 receptor (TIR)-containing R-proteins (Falk et al, 1999; Peart et al, 

2002a; Hu et al, 2005; Wiermer et al, 2005). Other components essential for R-gene 

function have been identified recently. SGT1, a highly conserved component needed for 

the function of certain Skpl/Cullin/F-box protein (SCF)-type E3 ubiquitin ligase 

complexes, is essential for the function of several R-genes and controls the HR induced 

by several gene-for-gene systems and also nonhost defence mechanisms (Austin et al, 

2002; Azevedo et al, 2002; Tor et al, 2002; Hubert et al, 2003; Holt et al, 2005). Two 

highly homologous SGT1 genes exist in Arabidopsis, SGTla and SGTlb (Azevedo et al, 

2002, 2006). Nicotiana benthamiana SGT1 homologues are indispensable for In­

dependent resistance to tobacco mosaic virus (TMV), Rx-dependent resistance to potato 
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virus X, and Pto-dependent resistance to Pseudomonas syringae carrying avrPto (Liu et 

al, 2002; Peart et al, 2002b). 

The fungus Botrytis cinerea is a plant necrotrophic pathogen that colonizes senescent or 

dead plant tissues and softening fruits, causing grey mould (Elad, 1997; Cristescu et al, 

2002). Fungal hyphae can penetrate through wounds or natural openings of the plant 

tissue and spread from previously colonized dead tissues into healthy ones. Botrytis 

cinerea attacks different plant tissues and has a broad host range (Mansfield, 1980; Elad, 

1997; Ben-Shalom et al., 2003). It is a major cause of postharvest rot of perishable plant 

products, including grape, tomato, potato, strawberry and tobacco. Because it is also able 

to infect at low temperatures, it can result in important economic losses in both pre- and 

postharvest crops (Mansfield, 1980). Several virulence factors required for its 

pathogenicity on different hosts have been described (Ferrari et al., 2003). Botrytis 

cinerea synthesizes extracellular enzymes that degrade pectin, the major component and 

the most complex polysaccharide in the plant cell wall, which allows its growth inside the 

plant (Wubben et al, 1999; Rha et al, 2001; ten Have et al, 2001; Cabanne & Doneche, 

2002; Poinssot et al, 2003; Soulie et al, 2003; Kars et al, 2005). The successful 

protection of host plants against this pathogen is severely hampered by the lack of 

resistance genes in the hosts and the considerable phenotypic diversity of the fungus. 

Several studies show that resistance to B. cinerea requires JA signalling (Glazebrook, 

2005). Govrin & Levine (2000) proposed that the cell death induced by B. cinerea is a 

form of the HR, and that this induction of cell death is an important component of 

virulence. Further support for the idea that B. cinerea actively promotes a form of HR 

cell death has been provided by observations that inhibition of HR cell death by 

expression of animal antiapoptotic genes as transgenes in tobacco leads to enhanced 

resistance to B. cinerea (Dickman et al, 2001). These data led us to test whether B. 

cinerea activates the plant-signalling pathways required for establishment of the HR in 

order to restore disease. Our results show that B. cinerea activates the expression of the 

two plant signalling components EDS1 and SGT1, which are required for HR-dependent 

resistance. Interestingly, virus-induced gene silencing (VIGS, Ratcliff et al, 2001; 

Dinesh-Kumar et al, 2003) of these two signalling components enhances resistance to B. 
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cinerea in N. benthamiana. Using stable transgenic plants (del Pozo & Lam, 2003), we 

also show that expression of the baculovirus antiapoptotic protein p35, which 

compromises the establishment of HR, affects the disease caused by the necrotrophic 

pathogen. 

Materials and Methods 

Plants and fungal isolates 

Nicotiana benthamiana L., Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi, N. tabacum L. cv. Samsun 

NN and Solanum esculentum L. cv. Moneymaker plants were grown on soil in a growth 

chamber (DiaMed Laboratory Supplies, Ontario, Canada) with 60% humidity and under a 

regime of 16 h light (photosynthetic photon flux density 150 [xmol photons m-2 s_1, 

23°C/8 h dark, 18°C). 

The Botrytis cinerea Pers.:Fr. isolate MEE B191 (B191) that was used for this study was 

provided by the Canadian Collection of Fungal Cultures (Agriculture and Agri-Food 

Canada, Ottawa, Canada). The fungus was grown on potato dextrose agar (PDA: potato 

starch 4 g f1, dextrose 20 g 1_1, agar 17 g 1_1) and incubated for 3 d at 22°C. To induce 

sporulation, plates of B. cinerea were maintained for 3 d at 22°C with 14 h darkness and 

10 h light. Conidia of B. cinerea were harvested from sporulating PDA plates by scraping 

them off with 10 ml sterile distilled H2O, using a glass spatula. The conidia were filtered 

with Whatman miracloth paper (Calbiochem, Ontario, Canada) and washed three times 

with 10 ml water by centrifugation (3 min, 500 g), taking care to remove all liquid from 

the conidial pellets each time, and suspended into potato dextrose broth (PDB) medium. 

Spores were then diluted in PDB medium to the appropriate concentration (106 spores 

ml-1) after counting (hemocytometer cell). 

Plant-inoculation assays 

All plant inoculations involved a minimum of three leaves from each of three plants, and 

each experiment was carried out at least three times. 
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For pathogenicity testing and statistical analysis, detached leaves of 4-wk-old plants were 

laid on Petri dishes containing two blotting filter papers (Whatman, Schleicher & Schuell, 

Ottawa, Canada) wetted with sterile water, then spotted with 10 ul spore suspension (106 

spores ml-1 of PDB medium) or 5-mm-diameter agar plugs containing actively growing 

hyphae of B. cinerea. Petri dishes were then incubated at 22°C at high humidity in glass 

trays covered with polyethylene wrap. 

For transcript analysis, 4-wk-old plants of N. benthamiana were sprayed with a spore 

suspension of B. cinerea (106 spores ml-1 in Tween 0.01%). Control plants were sprayed 

with Tween 0.01%. Plants were then incubated in micropropagators at 22°C and high 

humidity, and a 16-h light/8-h dark cycle. Plant samples were harvested at 0, 6, 12 and 

24h after infection for RNA extraction. 

Disease assessment 

The disease caused by Botrytis was assessed in detached leaves 4 d postinoculation, by 

measuring the necrosis diameter induced by B. cinerea spores or mycelium plugs. 

Microscope analysis was also carried out to assess the infection process of the fungus, as 

previously described (Bouarab et al., 2002). Infected leaves were sampled 6 h and 4 d 

after inoculation before being boiled for 1 min in trypan blue/lactophenol (10 ml lactic 

acid, 10 g phenol, 10 ml glycerol, 10 ml water, 10 mg trypan blue, mixed 1 : 1 with 

ethanol) and destained for 2 d in several changes of 60% glycerol. The stained tissue was 

viewed with a Zeiss microscope under bright-field illumination (Carl Zeiss Axio Imager 

Ml Mot, Quebec, Canada) and photographs were taken with a charge-coupled device 

camera (Carl Zeiss Axiocam MRC High Resolution Color Digital Camera, 1300 x 1030 

pixels). 

Tobacco rattle virus-based VIGS in N. benthamiana 

The bipartite tobacco rattle virus (TRV) vector and its application for silencing have been 

described previously (Ratcliff et al, 2001). The TRV RNA1 clone is in pBINTRA6, and 
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the RNA2 clone for insertion of target sequences is in pTVOO. The vectors were 

requested from the Sainsbury Laboratory (Norwich, UK). A cDNA fragment from N. 

benthamiana SGT1 (419 bp) or from N. benthamiana EDS1 (615 bp) was inserted in 

pTVOO (RNA2) and termed TRV.SGT1 and TRW.EDS1, respectively (Ratcliff et al, 

2001; Bouarab et al, 2002; Peart et al, 2002a, 2002b). TRV:00, without any insert, was 

used as a control. 

Infection of plants with TRV derivatives was by agroinfiltration as described previously 

(Ratcliff et al, 2001; Bouarab et al, 2002; Peart et al, 2002a, 2002b). Cultures 

containing pTVOO-derived constructs were mixed with those containing pBINTRA6 

(RNA1) in a 3 : 1 ratio before infiltration. Two expanded leaves of 3-wk-old N. 

benthamiana plants were infiltrated with the mixture. The transcript levels of EDS1 and 

SGT1 were carried out by RT-PCR 3 wk postinfection. 

RT-PCR 

Total RNA from leaves was extracted using the Tri Reagent method according to the 

manufacturer's recommendation (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). First-strand 

cDNA was synthesized from 2 [ig total RNA using Superscript II reverse transcriptase 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). RT-PCR was performed using primers 1 (5'-

ATGGCGTCCGATCTGGAGAC-3') and 2 (5'-CTAGATCTCCCATTTCTTCAGCT-3') 

for amplification of SGT1, and primers 3 (5'-ATGGTGAGAATTGAAGAGGG-3') and 4 

(5'-GCTACCTCATCTGTGTGCCA-3') for amplification of EDS1. For actin control 

amplification primers, Actin 1 (5'-ATGGCAGACGGTGAGGATATTCA-3') and Actin2 

(5'-TGCTTCAGTGAGTAGTACAGGGTGTTC-3') were used. Amplification was 

carried out with one cycle at 95°C for 3 min, 30 cycles of denaturation at 95°C and 

annealing at 58°C for 30 s each, and elongation at 72°C for 2 min. All RT-PCR reactions 

were extended for 10 min at 72°C and held at 4°C. 
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Results and Discussion 

We are interested in understanding the plant-defence mechanism against B. cinerea, a 

pathogen that induces disease in economically important solanaceae such as tomato and 

potato. Nicotiana tabacum and N. benthamiana have been used routinely to study plant 

disease-resistance mechanisms, and therefore are good models to analyse plant-pathogen 

interactions. This led us to investigate whether B. cinerea can infect and cause disease on 

these two solanaceous species. We inoculated B. cinerea (isolate B191) onto leaves of the 

hosts tomato, N. benthamiana and TV. tabacum. As expected, spores of isolate B191 were 

able to infect tomato leaves through the stomata (Fig. la,b) and grew intercellularly in the 

mesophyll tissue before destroying the cells and establishing necrotic disease (Fig. lc). 

The fungus caused spreading disease lesions and extensive tissue damage (Fig. Id). 

We observed that disease severity was similar among the three plant species (Fig. ld,e). 

Virus-induced gene silencing methodology is well developed for N. benthamiana, which 

makes this species an attractive model for further analysis (Ratcliff et al., 2001; Bouarab 

et al., 2002; Peart et al., 2002a, 2002b; Dinesh-Kumar et al, 2003). Therefore we used N. 

benthamiana as a host to investigate the strategies used by B. cinerea to cause disease in 

solanaceous species. 

The proteins SGT1 and EDS1 are key components of the signal transduction pathway 

that leads to disease resistance in plants (Falk et al., 1999; Austin et al., 2002; Azevedo et 

al, 2002, 2006; Bouarab et al, 2002; Peart et al, 2002a, 2002b). Those two proteins 

control the HR established by the majority of known specific elicitors (McDowell & 

Dangl, 2000; da Cunha et al, 2006). As it has been shown that B. cinerea induces an HR 

as an infection mechanism (Govrin & Levine, 2000), we investigated whether B. cinerea 

uses these HR-controlling genes to establish its disease. With this purpose, we first tested 

whether B. cinerea regulates the expression levels of SGT1 and EDS1. Four-wk-old 

plants ofN. benthamiana were sprayed with spores of B. cinerea isolate B191 (106 spores 

ml-1 Tween 0.01%). The plants were then incubated in micropropagators at high 

humidity, and samples were harvested 0, 6, 12 and 24 h after infection. Control plants 

were sprayed with Tween 0.01%. 

61 



Chapitre 1 

N. benthamiana S. esculentum N. tabacum 

Fig. 1: Botrytis cinerea infects several solanaceous species, (a) Spores from B. cinerea 

used to infect tomato (Solarium esculentum) leaves. (b,c) Trypan blue staining of tomato 

leaves infected by spores 6 h (b) and 4 d (c) postinoculation. After germination, spores 

penetrate the stomata (b, arrowhead) and the mycelium grows in the intercellular space 

(c, arrowhead) before destroying the cells, (d) Infection tests with plugs of B. cinerea 

mycelia on tomato and tobacco leaves (Nicotiana benthamiana and Nicotiana tabacum). 

(e) Disease severity measured as the diameter of the necrosis induced by B. cinerea on 

leaves shown in (d). Error bars, SD. Images and necrosis sizes were recorded 4 d 

postinoculation. 
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Transcript levels of both SGT1 and EDS1 were detected by RT-PCR. Interestingly B. 

cinerea induced expression levels of EDS1 and SGT1 transcripts (Fig. 2). Six h after 

infection, both genes showed high transcription levels, but while EDS1 expression 

decreased to basal levels at 24 h postinfection, SGT1 expression was still high at the same 

time point (Fig. 2). 

To test whether EDS1 and SGT1 are required for the disease caused by the necrotrophic 

pathogen B. cinerea, VIGS experiments were carried out in which N. benthamiana plants 

were inoculated with a tobacco rattle virus (TRV) vector containing 419 bp of the cDNA 

of AT. benthamiana SGT1 (TRV:SGT1) or 615 bp of the cDNA of N. benthamiana EDS1 

(TRV:EDS1; Bouarab et al, 2002; Peart et al., 2002a, 2002b). Control plants were 

inoculated with the TRV vector without cDNA insert (TRV:00). After 3 wk, plants were 

challenged with spores (10 [A1 106 ml-1) or plugs (5 mm diameter) of B. cinerea and the 

disease was scored by the diameter of the necrotic area 4 d postinoculation. TRV:00-

inoculated plants that had subsequently been challenged with both spores and plugs of B. 

cinerea showed disease symptoms resembling those produced in wild-type plants (Fig. 

3c-f). 

EDS1 

SGT1 

Actin 

Control B. cinerea 

0 6 12 24 0 6 12 24hpi 

« M I >- -•* <mm$ 

Fig. 2: Expression patterns of Nb EDS1 and SGT1 after Botrytis cinerea infection. 

Four-wk-old Nicotiana benthamiana plants were treated with 10 spores ml"1 B. cinerea 

(in 0.01% Tween) or Tween 0.01% (control), and samples were harvested at the time 

points indicated. Total RNA was isolated and used for RT-PCR with specific primers for 

N. benthamiana EDS1, SGT1 and actin. Equal amounts of cDNA were used as shown by 

the amplification with the constitutively expressed actin gene. 
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Interestingly, the necrosis disease induced by spores or plugs of B. cinerea was 

significantly reduced on leaves of SGT1- and EDS1 -silenced plants (Fig. 3c-f). However, 

the resistance was higher in SG77-rather than EDS1 -silenced plants (Fig. 3c-f). We also 

confirmed that SGTl and EDS1 transcript accumulation was reduced in the plants 

carrying TRV:SG77 and TKV.EDS1 construct, respectively, compared with both controls 

(wild-type plants or TRV:00; Fig. 3b). These results suggest that B. cinerea uses SGTl 

and EDS1, two very important proteins in HR establishment, to cause disease in plants. 

Thus SGTl and EDS1, required for plant disease resistance against biotrophic pathogens, 

are also involved in symptom development during disease susceptibility to B. cinerea. 

It is commonly known that animal pathogens often target and suppress PCD pathway 

components to manipulate their hosts. In contrast, plant pathogens often trigger PCD. 

Thus infection of p35-expressing tobacco plants (P35Q) with TMV disrupts N-mediated 

disease resistance, causing systemic spreading of the virus within a resistant background 

(del Pozo & Lam, 1998, 2003). To investigate further the involvement of HR in the 

establishment of B. cinerea disease, we tested whether this fungus is able to infect 

tobacco plants expressing p35 (P35Q). 

As controls we used wild-type plants and tobacco plants expressing a nonfunctional p35 

protein in which a single mutation abolishes the antiapoptotic activity of the protein 

(Mayer et al., 2001). Detached leaves from 4-wk-old plants were infected with B. cinerea 

plugs and symptoms were observed 4 d after infection. The results showed that the 

disease is significantly reduced in P35Q plants (Fig. 4). However, plants expressing the 

mutant p35 protein (P35mH) were more susceptible to B. cinerea compared with plants 

expressing the wild-type protein, and showed the same severity of infection as wild-type 

plants (Fig. 4). These results suggest that B. cinerea needs cell death establishment to 

cause disease. 
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Fig. 3: Silencing of two plant signalling components, EDS1 and SGT1, enhances the 

resistance of Nicotiana benthamiana to Botrytis cinerea. (a) Phenotype of silenced 

plants, (b) SGT1 and EDS1 transcript levels were analysed by RT-PCR. Total RNA was 

extracted from the silenced plants indicated and used for RT-PCR with SGT1, EDS1 and 

actin primers. Equal amounts of cDNA were used as shown by amplification with the 

constitutively expressed actin gene. (c,d) Infection tests on leaves from silenced plants 

using plugs (c) and spores (d) of B. cinerea. Two 10-ul drops of B. cinerea spores (106 

ml-1) were deposited on each leaf half of N. benthamiana (d). (e,f) Disease severity 

measured as diameter of necrosis induced by plugs (e) and spores (f) of B. cinerea, on 

leaves shown in (c,d), respectively. Error bars, SD. Images and necrosis sizes were 

recorded 4 d postinoculation. Data sets marked with an asterisk are significantly different 
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from controls (wild-type and TRV:00-silenced plants) as assessed by Student's Mest: *, 

P< 0.001. 

Traditionally, SGT1 and EDS1 have been regarded as plant signalling genes that 

compromise disease (Austin et al, 2002; Azevedo et al, 2002, 2006; Bouarab et al, 

2002; Peart et al, 2002a, 2002b). Here we show that B. cinerea uses those genes to 

enhance infection (Fig. 5). SGT1 and EDS1 control SA-dependent disease resistance 

against biotrophic pathogens (McDowell & Dangl, 2000; da Cunha et al, 2006). On the 

other hand, resistance against necrotrophic pathogens (including B. cinerea) involves JA 

signalling (McDowell & Dangl, 2000; da Cunha et al, 2006), and it is known that the SA 

and J A pathways are antagonistic (Kunkel & Brooks, 2002; Devoto & Turner, 2003; 

Lorenzo & Solano, 2005; Mur et al., 2006). Interestingly, Brodersen et al. (2006) showed 

that EDS1 acts as an activator of SA, but as a repressor of ET/JA defences. In this 

context, our results suggest that B. cinerea activates expression of SGT1 and EDS1 (SA 

signalling) in order to exploit this antagonistic effect between the two signalling 

pathways and then restore its disease. 

Several pathogens have been shown to counteract plant immunity in order to establish 

their diseases (Bouarab et ah, 2002; Abramovitch et al., 2003, 2006a, 2006b; Hauck et 

al, 2003; Cui et al, 2005; Nomura et al, 2005, 2006; Janjusevic et al, 2006; Jones & 

Dangl, 2006; Melotto et al, 2006; Yun et al, 2006). There appears to be considerable 

mechanistic diversity in these suppression responses, as different suppressors have 

different targets that include the HR, expression of defence-related genes, cell wall-based 

defences, JA signalling and, as recently shown, the plant proteasome system and stomatal 

closure (Abramovitch et al, 2006a, 2006b; Janjusevic et al, 2006; Jones & Dangl, 2006; 

Melotto et al, 2006; Nomura et al, 2006). Our work describes a new strategy used by B. 

cinerea to invade its host through the activation of EDS1 and SGT1 genes, which allow 

the establishment of HR and the fungus to spread (Fig. 5). In other words, the fungus 

exploits the plant's immune system that leads to the HR, in order to invade the host (Fig. 

5). Govrin & Levine (2000) have shown that reductions in the HR or in production of 

reactive oxygen species stop the spread of the fungus. Our result indicates that the cell 
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death produced by Botrytis mimics the HR to a further extent, as the induction of the 

SGT1 and EDS1 genes (up to now considered to be involved in disease resistance) is 

essential for the fungus to infect its host. 

Wild type P35mH P35Q 

Fig. 4: Baculovirus antiapoptotic protein p35 compromises the disease caused by 

Botrytis cinerea. (a) Infection tests on leaves from tobacco (Nicotiana tabacum) plants 

expressing the baculovirus antiapoptotic protein and corresponding control, (b) Disease 

severity measured as diameter of necrosis induced by B. cinerea on leaves shown in (a). 

Error bars, SD. Images and necrosis sizes were recorded 4 d postinoculation. Data sets 

marked with an asterisk are significantly different from control (wild type) as assessed by 

Student's r-jest: *, P < 0.001. 
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The data presented in this paper show clearly that SGT1 and EDS1, required for plant 

disease resistance against biotrophic pathogens, are also involved in symptom 

development during disease susceptibility to B. cinerea. This work provides new data that 

will help understand the virulence process used by the necrotrophic pathogen B. cinerea 

in order to invade its hosts. 

Bacutovirus p3S 

B. cfnerea disease 

Fig. 5: Model explaining the role of EDS1 and SGT1 in the disease induced by 

Botrytis cinerea in Nicotiana benthamiana. The hypersensitive response (HR) is 

controlled by the two signalling components SGT1 and EDS1. This HR is compromised 

by the antiapoptotic protein baculovirus p35. The HR is important for the virulence 

process of B. cinerea. Botrytis cinerea restores disease through activation of EDS 1 and 

SGT1, both controlling HR development. 
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CHAPITRE 2 

BOTRYTIS CINEREA MANIPULE LES EFFETS ANTAGONISTES ENTRE LES 

VOIES IMMUNITAIRES DE LA PLANTE POUR INSTAURER SA MALADIE 

Preambule 

Les plantes sont equipees d'un arsenal de mecanismes de defense pour se proteger contre 

les agents pathogenes. Leur defense est basee sur l'immunite innee de chaque cellule et 

les signaux systemiques emanant des sites d'infection. II est admis que les plantes ont 

elabore au cours de leur evolution des moyens de defense qui leur permettent de s'adapter 

afin de contrer efficacement les agressions. II va sans dire que les reponses de defense de 

la plante dependent du mode de vie de l'agent pathogene qui l'infecte. Si elle est 

confronted a un agent pathogene biotrophe ayant besoin de cellules vivantes pour 

proliferer, la plante induira la mise en place des reponses de defense dependantes de la 

voie de l'AS. Dans le cas d'un agent pathogene necrotrophe, qui tire profit des cellules 

mortes, la plante induira la mise en place des reponses de defense liees a la voie de l'AJ. 

Ces deux voies (acide salicylique et acide jasmonique) peuvent etre antagonistes. 

L'article suivant montre que l'agent pathogene necrotrophe B. cinerea induit l'expression 

de la systemine qui est impliquee dans la resistance contre ce champignon, par 

l'activation de la voie de l'AJ, incluant l'expression des inhibiteurs de proteinases PI I et 

II. Pour contourner cette reaction immunitaire de la plante, B. cinerea a developpe un 

facteur de virulence qui lui permet de manipuler l'effet antagoniste qui existe entre les 

voies de l'AS et l'AJ pour mettre en place la maladie. En effet B. cinerea produit un 

exopolysaccharide, le P-(l,3) (1,6) glucane, qui induit 1'accumulation de l'AS. Ce dernier 

agit comme antagoniste de la voie de l'AJ par la suppression de l'expression des genes de 

defense dependant de l'AJ notamment, les inhibiteurs de proteinases PI I et II. 

L'ensemble des resultats obtenus dans cet article, montre pour la premiere fois que la 

suppression des reponses de defense de la plante par la manipulation de l'interaction 
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entre les voies immunitaires (entre l'AS et l'AJ), represente une strategic sophistiquee 

utilisee par B. cinerea pour favoriser le developpement de la maladie. 

J'ai realise la majorite des experiences decrites dans cet article, ainsi que la redaction du 

manuscrit. L. Rigano, A. Vojnov et C. Rodriguez ont fait les experiences de 

caracterisation de l'exopolysaccharide (Figure 2a-f). A. El Hadrami et F. Daayf ont fait 

les dosages de l'AS et de l'AJ (Figure 4a et figure supplemental 4). Le Dr. Kamal 

Bouarab a participe activement a la conception des experiences et a la redaction du 

manuscrit. 
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Plants have evolved a powerful and multi-layered immune system to defend against 

infection by most microbial organisms. Resistance against biotrophic pathogens 

requires salicylic acid (SA) signalling but to combat necrotrophic pathogens plants 

need to activate jasmonic acid (JA) pathway. SA can antagonise JA signalling and 

vice versa. We show here that the necrotrophic pathogen B. cinerea induces the 

expression of systemin which is involved in the resistance of tomato against this 

fungus by activating JA signalling including the expression of proteinase inhibitors I 

and II. To circumvent this immune response, B. cinerea has evolved a new specific 

virulence factor to effectively manipulate the antagonistic effects between SA and 

JA pathways as an important pathogenesis strategy to spread in the host. 

Suppression of plant immune responses by manipulating the cross talk between the 

plant immune systems represent a sophisticated strategy used by this fungus to 

promote disease symptom development. 

Plants are able to defend themselves against attack by a variety of potential pathogens 

through the deployment of both constitutive and induced defences1. The plant hormones 

salicylic acid (SA) and jasmonic acid (JA) are major players in the regulation of 

signalling networks that are involved in induced defence responses against pathogens2'3. 

Some plant defence responses are associated with the activation of a salicylic acid (SA)-

dependent signalling pathway which leads to expression of certain pathogenesis-related 

(PR) proteins thought to contribute to resistance2. Some other plant defence responses are 

controlled by mechanisms dependent on jasmonic acid (JA) that leads to expression of 

proteinase inhibitors I and II3. It has become clear that different defensive pathways are 

differentially effective against specific types of attackers. In general, pathogens that have 

a biotrophic and hemi-biotrophic lifestyle are more sensitive to SA-dependent responses, 

whereas usually necrotrophic pathogens are better resisted by JA-dependent defenses4. It 

is also well documented that SA- and JA-dependent pathways have been shown to be 

reciprocally antagonistic5'6'7. SA and JA cross-talk presumably reduces fitness costs of 
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inappropriate resistance and provides the plant with a regulatory potential to fine-tune the 

defence reaction depending on the type of attacker encountered. 

The fungus Botrytis cinerea is a plant necrotrophic pathogen that colonizes senescent or 

dead plant tissues, causes grey mould in vegetables and softening in fruits. Fungal hyphae 

can penetrate through wounds or natural openings of the plant tissue and spread from 

previously colonized dead tissues into healthy tissues8. B. cinerea attacks different plant 

tissues and has a broad host range of food plants including grapes, tomato, potato, 

strawberry and causes the important economic losses, either in pre- or post-harvest crops. 

Several virulence factors required for its pathogenicity on different hosts have been 

described9. The successful protection of host plants against this pathogen is severely 

hampered by the lack of resistance genes in the hosts and the considerable phenotypic 

diversity of the fungus. 

Suppression of plant immune responses is one of the sophisticated strategies used by 

some pathogens to invade theirs hosts10 'n '12 '13 '14 '15. Targets for suppression include the 

hypersensitive response, expression of defence-related genes, cell wall-based defences, 

and jasmonic acid signalling10'16. Many necrotrophic fungi have an early biotrophic stage 

in their early host infection process17. The presence of this biotrophic stage may have a 

biological significance during the interaction between necrotrophic pathogens and theirs 

hosts. SGT1 (suppressor of the G2 allele of skpl) and EDS1 (enhanced disease 

susceptibility) are two plant signalling components required for the SA-induced 

resistance against biotrophic pathogens18. Lack of SGTlb enhances disease resistance to 

the necrotrophic pathogen Fusarium culmorum in Arabidopsis buds and flowers19. We 

have shown that SGT1 and EDS1 are also involved in symptom development during 

disease susceptibility to B. cinerea*. These data lead us to investigate whether the 

necrotrophic pathogen B. cinerea overcomes host immunity and cause diseases by 

manipulating the antagonistic effect between SA, required to combat biotrophic 

pathogens, and JA signalling, essential for plants to resist against necrotrophic microbes. 

Pathogenicity tests were carried out on tomato (Solanum lycopersicum Monemayker) 

leaves with two isolates of B. cinerea, B1918 and B8403, provided by the Canadian 
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Collection of Fungal Cultures. Detached leaves from five weeks old tomato plants were 

infected with mycelium plugs (5 mm of diameter) of both isolates. The disease was 

analysed four days post inoculation. Inoculations of tomato leaves with B191 isolate 

consistently yielded expanding disease lesions (Fig. la). In contrast, lesion expansion was 

not observed after inoculation of tomato leaves with B8403 isolate (Fig. la). The severity 

of the disease was quantified by measuring the diameter of the necrotic lesion. The 

isolate B191 induced a high necrosis lesion with a diameter around 35 mm after four days 

(Fig. lb). However, the isolate B8403 was not able to cause high necrosis lesion on 

tomato (lesion diameter was around 8 mm, Fig. lb). These results suggest that B. cinerea 

B191 but not B8403 isolate, is virulent on tomato. We then tested whether the absence of 

the disease in B8403 isolate-infected tomato leaves was related to the activation of 

defence responses. The resistance to B. cinerea has been known to be JA dependent20. 

This lead us to look on the expression levels of the two JA acid dependent genes, 

proteinase inhibitors I and II (PI I, PI II). Five weeks old tomato plants were sprayed with 

spores (106 spores/ml) of both isolates. The plants were then incubated in a growth 

chamber with high humidity and the samples were harvested at 0, 24 and 48 hours post 

infection. A semi-quantitative assay of the expression of PI I and II was carried out by 

RT-PCR (Reverse Transcript-Polymerase Chain Reaction). Interestingly B. cinerea 

B8403 isolate induced the expression levels of JA dependent and transient genes, PI I and 

II (Fig. lc). In contrast the expression level of those genes was lower in tomato 

inoculated with the virulent B191 isolate (Fig. lc). These results suggest that the 

induction of the expression of PI I and II was correlated with the resistance of tomato 

plants to B. cinerea B8403 isolate. 

To further investigate the role of JA signalling in the resistance against B. cinerea isolate 

B8403, we tested wild-type tomato cv Castlemart and the jasmonate-deficient mutants 

defl (Defenslessl) and Spr2 (suppressor of prosystemin-mediated responses2)21. Leaves 

from wild type and mutant tomato plants were infected with mycelium plugs (5 mm of 

diameter) of B8403 or B191 isolates. The severity of disease was evaluated four days 

after inoculation. The infection of wild type, defl and Spr2 mutants with the virulent 
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B191 isolate was similar (Supplementary Fig. la, c). In contrast to wild type tomato, defl 

and Spr2 tomato mutants were susceptible to B. cinerea B8403 isolate. 

B8403 B191 

4 dpi 
C 

H2Q B8403 B191 

0 24 48 0 24 48 0 24 48hpi 

PI I 

Pill 

Actin 

Fig. 1: Pathogenecity test in tomato leaves with two Botrytis cinerea isolates 

Detached leaves from five-week-old plants were inoculated with 5 mm diameter of either 
B. cinerea B8403 or B191 isolate. Pictures were taken (a) and disease diameter was 
analysed (b), 4 days post inoculation (dpi). Data presented are the means of four 
biological replicates and error bars represent the standard deviation. Data sets marked 
with an asterisk are significantly different as assessed by the Student's t-test: *P < 0.001. 
(c) Expression patterns of PI I and PI II after Botrytis cinerea infection. Five-week-old 
plants were sprayed with either 106 spores/mL of B. cinerea B191 or B8403 isolate or 
H20; samples were harvested for RNA extractions 0, 24 and 48 hours after infections. 
RT-PCR was carried out with specific primers for tomato PI I, PI II and Actin (control) 
as described in material and methods. The gel picture is representative of three 
independent experiments. 

The severity of the disease was quantified by measuring the diameter of the necrotic 

lesion (Supplementary Fig. 1 b, d). The lesion diameter recovered from leaves of defl 

and Spr2 tomato mutants infected with B8403 isolate was approximately 2 fold higher 
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than the ones of wild type tomato plants (Supplementary Fig. 1 b, d). These results 

suggest that J A signalling is involved in the resistance of tomato to B. cinerea B8403 

isolate, which is consistent with the results published previously22. 

B8403 B191 

Def1 + B191 

4 dpi 4 dpi 

Supplementary Fig. 1: Resistance of tomato to B. cinerea B8403 isolate requires 
jasmonic acid signalling. 

Detached leaves from five-week-old plants impaired in jasmonate synthesis (spr2 in a 
and b ; defl in c and d) and their wild type progenitor were inoculated with 5 mm 
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diameter of either B. cinerea B191 or B8403 isolate. Pictures were taken (a and c) and 
disease diameter (b and d) was analysed, 4 dpi. Data presented are the means of four 
biological replicates and error bars represent the standard deviation. Data sets marked 
with an asterisk are significantly different from controls (wild type plants) as assessed by 
the Student's t-test: *P < 0.001. 

The polypeptide systemin is known to be an elicitor of J A signalling in tomato21. We then 

evaluated whether systemin is involved in the resistance of tomato to B. cinerea. The 

transcript levels of systemin were analysed from the leaves of tomato plants sprayed with 

spores (106 spores/ml) of B191 or B8403 isolates. Interestingly the two isolates induced 

the accumulation of systemin transcript (Supplementary Fig. 2 a). Remarkably expression 

of an Antisense Prosystemin gene, a precursor of systemin, in tomato plants reduced 

resistance to B. cinerea B8403 isolate compared to the wild type plants (Supplementary 

Fig. 2 b). These data suggest clearly that systemin is involved in the interaction between 

B. cinerea and it host tomato. 

Systemin 

Actin 

B8403 B191 

0 6 12 24 48 0 6 12 24 48 

-. VT- -.-;• -mm «H> mm -=-; «M< «••» »»» * • » 

„ . ^ ,:,, --=, v-=, — — ~ , - - « . 

Wild type 
Better B04 

Prosystemin 
antisense 

vyyy 

*S * 

Supplementary Fig. 2: Systemin is involved in the interaction between tomato and 
B. cinerea. 

(a) Expression of systemin transcript is induced in tomato by both isolates of B. cinerea. 
Five-week-old plants were sprayed with either 106 spores/mL of B. cinerea B191 or 
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B8403 isolate and then 0, 6 and 12 hours later leaves were used to extract RNA. RT-PCR 
was carried out with specific primers for tomato prosystemin and Actin (control) as 
described in material and methods. The gel picture is representative of three independent 
experiments, (b) Tomato leaves expressing the antisense of prosystemin are susceptible to 
the isolate B8403. Detached leaves from five-week-old WT and prosystemin antisense-
expressing plants were inoculated with 5 mm diameter of B. cinerea B8403. Pictures 
were taken (b, left panel) and disease diameter (b, right panel) was analysed, 4 dpi. Data 
presented are the means of four biological replicates and error bars represent the standard 
deviation. Data sets marked with an asterisk are significantly different as assessed by the 
Student's t-test: *P < 0.001. 

B. cinerea was shown to produce an exopolysaccharide (EPS) known as p%(l,3)(l,6)-D-

glucan23. EPSs are a group of carbohydrates produced by several pathogenic fungi and 

bacteria and they are established as key virulence factors and some of them are involved 

in suppression of plant immune responses14' 15. We first purified the EPS from the 

virulent isolate B191 as described in Material and Methods. Polysaccharide molecules 

were then observed by atomic force microscopy single (Fig. 2a). The results showed that 

the contour length of the EPS was between 6.5 to 9.67 A and the end to end distances of 

the molecules was between 0, 9 to 1, 26 \im, demonstrating that the EPS is a high 

molecular weight polysaccharide (Fig. 2a). To determine the nature of this EPS, an acid 

hydrolysis was performed and the products were analyzed by thin layer (TLC) and GC 

chromatography. The pure glucose, galactose and mannose were used as a control. TLC 

and GC experiments showed that the main monomeric constituent of the EPS was the 

glucose (Fig. 2b-d). Glycosidic linkages were determined by two-dimensional nuclear 

magnetic resonance analysis (Fig. 2e). The 13C HMQC analysis showed signals 

indicating the presence of a p (1—»3)-glucan backbone, namely 102.88 ppm (C-l), 73.64 

ppm (C-2), 87.09 ppm (C-3), 69.91 ppm (C-4), 76.67 ppm (C-5) and 60.84 (C-6)24. C-l 

signals at low field and H-l signals at high field indicated P-configuration. There is an 

additional signal corresponding to anomeric carbon at 102.92 ppm (Fig. 2f). This, 

together with the downfield displacement of signal corresponding to C-6 at 68.56 ppm 

indicates some degree of substitution in C-6 by p-D-glucopyranosyl stubs on the main 

backbone (Fig. 2b, d). Signals at 72.42 ppm, 76.76 ppm and 60.86 ppm can be 

respectively attributed to C-2, C-3 and unsubstituted C-6 of the afore mentioned 6-linked 

stubs. These data suggest that the EPS produced by the isolate B191 corresponded to the 
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|3-(1,3)(1,6) glucan described previously23 (Fig. 2g). Interestingly we found that the 

isolate B191 who causes disease on tomato produces a high amount of the |3-(1,3)(1,6)-

D-glucan, whereas the isolate B8403 produces much lower amount (Fig. 2 h). These data 

led us to investigate the role of this glucan in the disease caused by B. cinerea. 
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Fig. 2: B. cinerea secrets a P-(l,3)(l,6) glucan (EPS) 
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(a) Atomic Force Microscopy image of the pure EPS. (b) Thin Layer Chromatography of 
the hydrolyzed EPS (HEPS). Glucose (Glc), mannose (Man) and galactose (Gal) are used 
as standards. Gas chromatography-mass spectrometry profiles of standards shown in b (c) 
and the derivative sugars from the hydrolyzed EPS (d). (e) Heteronuclear *H-13C 
chemical shift correlated spectrum of the EPS. (f) 13C and 'H NMR assignments of the 
EPS. Letters in brackets refer to glucopyranose units shown e. (g) A possible repeating 
unit for the EPS. A,B and C refers to letters in brackets shown in f. (h) Quantification of 
the EPS amount (in ug per mg of dry weight) produced in PDB medium by B191 and 
B8403 isolates. Data presented are the means of three biological replicates and error bars 
represent the standard deviation. 

Tomato leaves were sprayed with 50 |J.g/ml of purified P-(l,3)(l,6)-D-glucan 24h before 

inoculation with the two isolates of B. cinerea, B191 or B8403 (Fig. 3). Remarkably, 

leaves of tomato pre-treated with |3-(l,3)(l,6)-D-glucan showed disease symptoms in 

response to the isolate B8403. However, mock-treated plants were still resistant to B8403 

(Fig. 3a). The severity of the disease was quantified by measuring the diameter of the 

necrotic lesion. For the isolate B8403, the lesion diameter recovered from leaves of 

tomato plants pre-treated with |3-(l,3)(l,6)-D-glucan was approximately 2 fold higher 

than the one of mock-treated plants (Fig. 3b). The symptoms and the necrotic lesion 

induced by the virulent isolate B191 in plants pre-treated with |3-(l,3)(l,6)-D-glucan 

were similar to those mock-treated (Fig. 3a, b). As several EPSs are suppressors of plant 

defence, we then investigated whether p-(l,3)(l,6)-D-glucan suppresses JA-dependent 

defence markers ( PI I and II) induced by B8403 isolate in tomato. Five weeks old tomato 

plants were pretreated with water, or P-(l,3)(l,6)-D-glucan 24h before inoculation, by 

spraying, with spores (106 spores/ml) of both isolates. The plants were then incubated in 

growth chamber with high humidity and the samples were harvested at 0, 24 and 48 hours 

post infection. Transcript levels of P I and II were detected by RT-PCR. Interestingly, a 

significant reduction of PI I and PI II expression was observed in leaves pre-treated with 

P-(l,3)(l,6)-D-glucan compared to those pre-treated with water (Fig. 3c). From these 

data we conclude that the P-(l,3)(l,6)-D-glucan permits growth of B. cinerea in tomato 

by compromising JA-dependent defences. 
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To characterize this suppression effect, a dose response and the minimal time necessary 

for this p-(l,3)(l,6)-D-glucan to induce tomato susceptibility to B. cinerea were 

determined. Several concentrations of |3-(l,3)(l,6)-D-glucan from 10 to 150 ng/ml were 

used to pre-treat tomato plants 24 hours before inoculation with mycelium plugs (5 mm 

of diameter) of B8403 isolate. The severity of disease was evaluated by measuring the 

necrosis diameter four days post inoculation. 

a B8403 B191 

H2Q EPS HaO EPS 

B8403 B191 

H20 EPS H20 EPS 

0 24 48 0 24 48 0 24 48 0 24 48hpi 

PI I 

Pill 

Actin 

Fig. 3: P-(l,3)(l,6)-D-glucan induces susceptibility of tomato to B. cinerea by 
suppressing JA signalling. 

(a, b) infection of tomato leaves with B. cinerea isolates B191 and B8403. Five-week-old 
tomato plants were sprayed with H20 or EPS, 24 hours after detached leaves were 
inoculated with 5 mm diameter of either B. cinerea B8403 or B191 isolate. Pictures were 
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taken (a) and disease diameter was analysed, 4 dpi (b). Data presented are the means of 
four biological replicates and error bars represent the standard deviation. Data sets 
marked with an asterisk are significantly different as assessed by the Student's t-test: *P 
< 0.001. (c) Expression patterns of tomato PI I and PI II transcripts after Botrytis cinerea 
infection. Five-week-old plants were sprayed with H2O or EPS; 24 hours after treatment, 
tomato plants were sprayed with either 106 spores/mL of B. cinerea B191 or B8403 
isolate or H2O; 0, 24 and 48 hours after infections, samples were harvested for RNA 
extractions. RT-PCR was carried out with specific primers for tomato PI I, PI II and 
Actin (control) as described in material and methods. The gel picture is representative of 
three independent experiments. 

The results showed that the minimal concentration of P-glucan required for restoring 

disease symptoms with the avirulent isolate was 25 ixg/mL (Supplementary Fig. 3a). 

These data showed clearly that susceptibility of tomato to B. cinerea induced by (3-

(l,3)(l,6)-D-glucan was dose dependent. The minimal time necessary for |3-(1,3)(1,6)-D-

glucan to induce susceptibility of B. cinerea to tomato was carried out. Tomato leaves 

were pre-treated with 50 jig/mL of purified glucan 0, 6, 12, 24 and 48 hours before 

inoculation with mycelium plugs (5 mm of diameter) of B8403 isolate. The disease was 

analyzed by measuring the necrosis diameter four days after inoculation. As shown in 

Supplementary Fig. 3b, the minimal time between inoculations for the suppression effect 

to be observed was 6h. Thus, in B8403 isolate, the restoration of infection by P-

(l,3)(l,6)-D-glucan requires a minimal concentration of 25 |ig/mL and an induction 

period, from 6 hours, to be effective. 

P-glucans are also known to act as elicitors of plant immune responses including SA-

dependent defence25. As the isolate B191 produced high amount of the P-(l,3)(l,6)-D-

glucan, we then tested whether this fungus and this EPS induce the accumulation of SA 

in tomato. Five weeks old tomato plants were sprayed with water, 106 spores/ml of the 

isolate B191 or B8403. The accumulation of SA was quantified by HPLC 12 and 24 

hours after infection. On the other hand, five weeks old tomato plants were sprayed with 

water, or P-(l,3)(l,6)-D-glucan (50 Hg/ml) and samples were then harvested at 3 and 6 

hours after treatments for SA quantification as below. Our experiments showed that in 

contrast to water-treated plants and B8403-infected tomatoes, B191 isolate and pure P-

(l,3)(l,6)-D-glucan induce the accumulation of SA in tomato plants (Fig. 4a). 
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We have shown here that p-(l,3)(l,6)-D-glucan induces tomato susceptibility to B. 

cinerea, suppresses the expression of JA dependents genes PI I and PI II and induces the 

accumulation of SA (Fig. 3, 4). As it is clearly established that SA can antagonise JA, we 

then tested whether SA itself induces susceptibility of tomato to the isolate B8403. Five 

weeks old tomato plants were watered and sprayed with 0.05, 0.5 or 2.5mM of SA and 

24h after, tomato detached leaves were inoculated with mycelium plugs (5 mm of 

diameter) of the avirulent isolate B8403. As shown in Fig. 4 b, plants pre-treated with SA 

were susceptible to B8403 and this susceptibility depended on the SA concentration. 
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Supplementary Fig. 3: Characterisation of susceptibility induced by B. cinerea EPS 
in tomato. 
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(a) B. cinerea P-(l,3)(l,6)-D-glucan suppression effect is dose dependent. Five-week-old 
plants were sprayed with either different concentrations of B. cinerea P-(l,3)(l,6)-D-
glucan (25, 50 and 150 (Xg/mL) or water and then 24 hours later leaves were detached and 
were inoculated with 5 mm diameter of B. cinerea plugs. Disease diameters were 
assessed 4 dpi. Data presented are the means of four biological replicates and error bars 
represent the standard deviation. Data sets marked with an asterisk are significantly 
different from control (water-pretreated leaves) as assessed by the Student's t-test: *P < 
0.001. (b) The minimal time necessary for B. cinerea P-(l,3)(l,6)-D-glucan suppressor to 
establish the susceptibility to the B8403 isolate. Five-week-old plants were sprayed with 
either 50 (ig/mL of B. cinerea EPS or water and then 0-12-24-48 or 72 hours later leaves 
were detached and were inoculated with 5 mm diameter of B. cinerea plugs. Disease 
diameters were assessed 4 dpi. Data presented are the means of four biological replicates 
and error bars represent the standard deviation. Data sets marked with an asterisk are 
significantly different from control (water-pretreated leaves) as assessed by the Student's 
t-test: *P< 0.001. 

The lesion diameters recovered from SA-pretreated leaves infected with B8403 are 

significantly higher than those recovered from water-treated leaves (Fig. 4c). As SA can 

antagonises JA signalling, we then tested the effect of SA on the expression of JA 

dependent defence marker (PI I and II) induced by B8403 isolate in tomato. Five weeks 

old tomato plants were pre-treated with buffer, or SA (0.5 mM) 24h before inoculation, 

by spraying, with spores (106 spores/ml) of B8403 isolate. Interestingly, a significant 

reduction of PI I and PI II expression was observed in leaves pre-treated with SA and 

inoculated with B8403 compared to those pre-treated with buffer and infected with 

B8403. (Fig. 4 D). These results show clearly that B. cinerea manipulates, through its 

EPS p-(l,3)(l,6)-D-glucan, the antagonistic effect between SA and JA to cause its 

disease in tomato. 

We then investigated whether B. cinerea isolates B191 and B8403 induce the 

accumulation of JA. Plants were sprayed with 106 spores/ml of B191 or B8403 isolate 

and samples were harvested 12 and 24 hours postinfection. J A was quantified as 

described in Material and methods. As shown in the Supplementary Fig. 4 both isolates 

induced similar quantity of J A at 12 hpi. This accumulation was slightly reduced at 24 

hpi by B191 isolate but still higher. This result suggests that the suppression of JA 

dependent signalling by the virulent isolate B191 through its EPS is downstream of the 

accumulation of JA. 
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Fig. 4: P-(l,3)(l,6)-D-glucan induces the accumulation of SA which enhances 
susceptibility of tomato to B. cinerea. 

(a, b) SA accumulation in tomato in response to B. cinerea inoculations and the EPS 
treatment. Five-week-old tomato plants were sprayed with either 106 spores/mL of B. 
cinerea B191 or B8403 isolate (a, left panel) or EPS (b, right panel); water spray was 
used in both cases as a control; 12 and 24 hours after infections (a, left panel) or 3 and 6 
hours after EPS treatments (a, right panel), samples were harvested for SA 
quantifications. Data for each of the three biological replicates are averages of two 
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technical replicates. Error bars represent the standard deviation. Data sets marked with an 
asterisk are significantly different fromwater-treated or B8403-infected plants as assessed 
by the Student's t-test: * P < 0.001. (b, c) SA induces susceptibility of tomato to B. 
cinerea. Five-week-old tomato plants were treated with 0, 0.05, 0.5 or 2.5 mM of SA and 
detached leaves from treated plants were inoculated with 5 mm diameter of B. cinerea 
B8403 isolate. Pictures were taken (b) and disease diameter was analysed (c), 4 dpi. Data 
presented are the means of four biological replicates and error bars represent the standard 
deviation. Data sets marked with an asterisk are significantly different as assessed by the 
Student's t-test: * P < 0.001. (d) Expression of tomato PI I and PI II after B. cinerea 
infection. Five-week-old plants were treated with SA or sodium phosphate buffer 
(control); 24 hours after treatment, tomato plants were sprayed with 10 spores/mL of B. 
cinerea B8403 isolate or H20; 0, 24 and 48 hours after infections, samples were 
harvested for RNA extractions. RT-PCR was carried out with specific primers for tomato 
PI I, PI II and Actin (control) as described in material and methods. The gel picture is 
representative of three independent experiments. 

f 
O 

O) 

< 
"3 

B191 B8403 

Supplementary Fig. 4: J A accumulation in tomato in response to infection by B. 
cinerea 

Five-week-old tomato plants were sprayed with either 106 spores/mL of B. cinerea B191 
or B8403 isolate; 0, 12 and 24 hours after infections, samples were harvested for JA 
quantifications as described in Material and methods. Data for each of the three 
biological replicates are averages of two technical replicates. Error bars represent the 
standard deviation. 

As the EPS induces SA accumulation which has been shown to be required for the 

resistance against biotrophic pathogens (Fig. 4), we investigated whether this EPS 

confers resistance to the biotrophic bacteria P. syringae. Tomato plants were sprayed 
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with water or the EPS (50 ixg/mL) and 24 hours later they were dip inoculated with 0.01 

OD of P. syringae. Sample leaves were harvested 0 and 3 dpi and assayed for bacterial 

growth. The number of bacteria recovered from leaves that had been pretreated with 

purified EPS was -8-9-fold lesser than the number recovered from leaves pretreated with 

water. This result shows clearly that the EPS confers resistance to the biotrophic 

pathogen P. syringae DC3000 (Supplementary Fig. 5). 

0 3 

Days after infection 

Supplementary Fig. 5: B. cinerea EPS confers resistance to P. syringae DC 3000 in 
tomato 

Plants were sprayed with the EPS or water and 24 hours later leaves were vaccum 
infiltrated with P. syringae DC3000 (about 0.01 OD). Bacterial numbers were measured 
immediately after bacterial inoculation and at 3 days after inoculation. Bacterial numbers 
were reported in c.f.u per mg of leaves fresh weight. Data presented are the means of 
three biological replicates and error bars represent the standard deviation. Data sets 
marked with asterisks are significantly different from control (water-pretreated leaves) as 
assessed by Student's t test (P < 0.001). 

The crosstalk between SA and JA, two pathways required for the resistance against 

biotrophic and necrotrophic pathogens respectively, has been well documented and 

several evidences have also shown that SA can antagonise JA and vice versa26. The 
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phytotoxin coronatine (COR) produced by P. syringae is required for full susceptibility to 

these bacteria in both Arabidopsis and tomato17. It is believed that one of the roles of 

COR is to mimic JA and promote disease symptom development of P. syringae 

biotrophic pathogen by down-regulating SA-inducible defence response pathways via a 

SA/JA antagonism27'28. 

The fact that B. cinerea activates the SA pathway which is required against biotrophic 

pathogens and the presence of a biotrophic stage during the infection cycle of almost all 

the necrotrophic pathogens, suggest that this stage may have a biological significance. 

Our results clearly show that B. cinerea produces an EPS that acts as an elicitor of SA 

pathway which antagonises the JA pathway and allowed the fungus to establish its 

disease in tomato (Supplementary Fig. 5). The fact that the JA accumulation is induced in 

the same way by the two isolates of B. cinerea, suggests that the antagonism induced by 

B191, through its EPS, is downstream of the accumulation of J A. NPR1 (nonexpresser of 

PR-1 genes) and TGA-element binding protein family are very important for the SA 

signalling pathway29. It is also believed that these two regulators play a role in the 

antagonism between SA and J A by acting upstream of the J A synthesis30'31. B. cinerea 

may manipulate these actors to establish the antagonism between SA and JA signalling 

and causes disease in tomato; experimental evidences for this should be obtained in the 

future studies. 

The ability of B. cinerea to manipulate the antagonistic effect between SA and JA, 

through the SA-induced EPS elicitor, distinguishes it from all other fungi, which as far as 

we are aware have not been reported to use this antagonism as a strategy to infect their 

hosts. It will be of interest to examine whether other necrotrophic pathogens are able to 

exploit this antagonism between SA and JA to cause or enhance their plant diseases. Our 

data present an important advance in understanding the strategies used by pathogens to 

manipulate their hosts. An exciting future challenge will be the biochemical and genetic 

elucidation of this suppression effect, which may have implications on our understanding 

of the strategies used by the necrotrophic pathogen B. cinerea to overcome the plant 

immune system and consequently establish its disease. 
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Supplementary Fig. 6: Proposed model showing how B. cinerea manipulates the 
antagonistic effects between SA and JA to spread in its host, tomato. 

The resistance of tomato to B. cinerea requires the production of systemin which leads to 
the activation of JA signalling including the accumulation of proteinase inhibitors I and 
II. B. cinerea produces the exopolysaccharide (3-(l,3)(l,6)-D-glucan, which acts as an 
elicitor of SA. SA inhibits JA signalling, consequently B. cinerea causes disease in 
tomato by manipulating this antagonistic effect between SA and JA throughout (3-
(l,3)(l,6)-D-glucan. 
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METHODS 

B. cinerea growth conditions. B. cinerea wild-type isolates MEE B191 and MEE B8403 

that were used for this study were provided by the Canadian Collection of Fungal 

Cultures (Agriculture and Agri-Food Canada / 960 Carling Avenue, Ottawa, Ontario, 

Canada, K1AOC6). The fungus isolates were sub-cultured as previously described8. 

Plant material. S. lycopersicum Monomayker CfO, S. lycopersicum Castlemart seeds 

were germinated and grown seeds were grown as previously described8. Def 1, 

prosystemin antisense and Spr2 mutants, generously given by Drs Ryan and Howe 

respectively, were grown in the same manner. 

Plant inoculations. Detached leaves from 5 weeks old tomato plants were inoculated as 

previously described8 

For glucan treatments, leaves of 5 weeks old plants were sprayed with purified glucan (50 

ug/mL) with 0.02% Silwet L-77 to reduce surface tension. For SA treatments, plants 

were watered with 0.05, 0.5 or 2.5mM of salicylic acid (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) in 

20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) and sprayed with the same solution containing 

0.02% Silwet L-77. Control plants were watered with 20 mM sodium phosphate buffer 

(pH 7.0) and sprayed with this buffer containing 0.02% Silwet L-77. 24 hours later, 

detached leaves from mock-, SA- and glucan pretreated plants were infected with B. 

cinerea as previously described8. 

For RT-PCRs experiments, the infection tests were carried out in planta; 5 weeks old 

plants were sprayed with the spores (106 spores/ml) of B. cinerea isolates B191 or B8403. 

The plants were then incubated in a growth chamber with high humidity. The same 

experiment was done with mock-, SA- and glucan-pretreated plants. The samples were 

then harvested for RNA extractions. 

For bacterial growth, tomato plants were vacuum infiltrated with Pseudomonas syringae 

DC3000 (about 0.01 OD) suspended in 10 mM MgCl2 and 0.02% Silwet. Bacterial leaf 
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populations were measured from three leaves per plants and three plants per treatment, 

three days after infiltration. 

Characterization of B. cinerea extracellular J$-(l,3)(l,6)-D glucan (EPS). 106 

spores/mL of isolates B191 or B8403 were cultivated in 80 mL of PDB (Potato Dextrose 

Broth) medium and the EPS was, purified and quantified at 0, 24, 48, 72 and 96 hours 

post-incubation, as previously described32. 

Carbohydrate analysis of the EPS by TLC was performed after hydrolysis of the sample 

in 1 M HC1 for 4 h at 100°C. The hydrolyzed sample was subjected to thin layer 

chromatography on silica gel G in butan-1-ol/ ethanol/ water (5:5:4 by vol) with three 

developments. Carbohydrates were detected by spraying the plate with a solution of 5% 

(v/v) sulfuric acid in ethanol followed by heating at 120 °C. 

Monosaccharide composition of EPS was determined by gas chromatography (GC) after 

hydrolysis in 2M TFA at 121 °C for 4 hs and further derivatization to alditol acetates. The 

hydrolysed samples were then injected into a Hewlett-Packard 5890A GC equipped with 

a flame-ionization detector and fitted with a fused-silica column (0.25 nm i.d. x 30 m) 

WCOT-coated with 0.20-um film of SP-2330. Chromatography was carried out at 220°C 

isothermally. Nitrogen was used as carrier at a flow rate of 1 mL min"1. The split ratio 

was 80:1. The injector and detector temperature was 240°C. Sugar assignation was 

confirmed by GLC-MS carried out on a GCMS-QP 5050A gas chromatograpn/mass 

spectrometer (Shimadzu Corporation). Chromatography was performed on the SP-2330 

capillary column run isothermally as previously indicated. The Helium total flow rate 

was 4.4 mL min"1, the head pressure 12 psi; the injector temperature 250°C and the split 

ratio 10:1. Mass spectra were recorded over a mass range of 30-600 atomic mass unit 

(Dalton), using the ionization potential of 70 eV. 

For NMR analysis, 13C HMQC determinations were carried out using a Bruker AM 500 

spectrometer provided with a 5 mm probe at room temperature. The polysaccharide 

sample (15 mg) was dissolved in Me2SO-<i6 . Spectra were done at 25°C. Chemical shifts 

are expressed in ppm (8) relative to resonance of Me2SO-J6 at 6 39.70 (13C) and 2.40 
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(*H). The major peak was pooled and lyophilized and re-suspended in water for further 

analysis. 

For atomic force microscopy (AFM) imaging, the EPS was diluted to 1 ng/jxl in milliQ 

water, and 20 JJ.1 of the mix was deposited onto freshly cleaved muscovite mica. After 2 

to 5 min, the sample was gently washed with 0.5 ml milliQ water to remove molecules 

that were not firmly attached to the mica and blown dry with nitrogen. Tapping-mode 

AFM was performed using a Nanoscope III Multimode-AFM (Digital Instruments, 

Veeco Metrology, Santa Barbara, CA) with a J-type piezoelectric scanner with a maximal 

lateral range of 120 urn. Microfabricated silicon cantilevers of 125 urn in length and a 

force constant of ~40 N m-1 were used (NanoDevices, Veeco Metrology, Santa Barbara, 

CA). Cantilever oscillation frequency was tuned to the resonance frequency of the 

cantilever (280 to 350 kHz). After a period of 15 to 30 min of thermal relaxation, initial 

engagement of the tip was achieved at scan size zero to minimize sample deformation 

and tip contamination. The images (512 by 512 pixels) were captured with a scan size of 

between 0.5 and 3 um at a scan rate of 1 to 2 scan lines per s. Images were processed by 

flattering using Nanoscope software (Digital Instruments) to remove background slope. 

RT-PCR. Total RNA was extracted using the Tri Reagent method according to the 

manufacturer's recommendation (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). RNA samples were 

treated with DNase Turbo DNA-free (Ambion) and reverse transcribed into 

complementary DNA (cDNA) with Superscript II reverse transcriptase (Invitrogene, 

Carlsbad, CA). RT-PCR was performed by using the following primers: 

For PI I, Forward primer GAGAAATGCTTCAACAGGGGGAAG. Reverse primer 

CACCTAATGCCTTTTCACATATGC; 

For PI II, Forward primer ATGATTGCAACATGGAGAAAAAAGAG. Reverse primer 

ACAAGCCCTTTTCACCCC; 

For Actin, Forward primer ATGGCAGACGGTGAGGATATTCA. Reverse primer 

GCCTTTGCAATCCACATCTGTTG; 
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For systemin, Forward primer ATGGGAACTCCTTCATATGA. Reverse primer 

CTAGAGTTTATTATTGTCTGTTTGC. 

SA and JA quantifications. Tissues were reduced to a fine powder using a mortar and a 

pestle pre-cooled in liquid nitrogen. ~lg of the frozen powder was transferred to a pre-

tared tube then mixed with 0.5 ml of cold 80% methanol. The mixture was alternatively 

vortexed and incubated on ice for 2-3h then centrifuged. The supernatant from each 

extract was transferred into new tube and used for further HPLC analyses. For HPLC 

analysis, a Waters 2690 separation module was used. This module is equipped with an 

autosampler and a Waters 996 photodiode array detector and a Waters 2475 multi "k 

fluorescence detector, and fitted with a 5 um LiChrospher® 100 RP-18 guard column 

(LiChroCART® 4-4) and a reverse-phase 5 um 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 column 

(LiChroCART® 4-4). Results were analyzed using Empower 2.0 Software. The column 

was eluted at a flow of 1 mL per min with a gradient using a solvent system composed of 

A: 0 1 % o-phosphoric acid-acidified water and B: HPLC grade acetonitrile. The gradient 

used to carry the analysis was as follows: min/%A/%B = 0/100/0, 5/95/5, 10/95/5, 

14/90/10, 20/80/20, 23/80/20, 30/65/35, 35/65/35, 43/50/50, 48/25/75, 55/0/100, 

60/0/100. Injection volumes were 50 uL per sample. Three replicates were used per 

treatment and every injection onto the HPLC was repeated twice. 

Salicylic acid was detected in the samples based on the retention time and the 

characteristic UV spectra from the diode array and fluorescence detectors as well as after 

co-elution with a commercial standard. For fluorescence, an excitation of 290nm was 

used while spectra of emission were collected from 300 to 500nm to ensure the identity 

of the detected compounds. Quantification of SA was determined by comparing peak 

area of the emission measured at 400nm with reference to a standard curve established 

under the same conditions. This standard curve was generated using a dilution series of a 

commercial SA solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) and injected on the HPLC in 

triplicates. 

The presence of jasmonic acid in the extracts was confirmed using both TLC and HPLC 

analysis. For TLC, the extracts were separated on a silica gel plates (Silica gel plate, 
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SHGF254) using chloroform-methanol-water (6:3:1, v/v/v) mixture as a mobile phase. 

After the plates dried, they were stained under iodine vapor. JA was determined by 

reference to a commercial standard (Sigma-Aldrich Inc.) chromatographed under the 

same conditions or co-eluted with the samples. On HPLC, a standard curve was 

established under the same running conditions as the analyzed samples using a dilution 

series of the commercial standard of JA. 
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CHAPITRE 3 

LA RESISTANCE DES PLANTES DE TABAC A BOTRYTIS CINEREA DEPEND 

DES CULTIVARS ET DU STADE DE VIE DE L'AGENT PATHOGENE 

Preambule 

Pour se proteger, les plantes ont developpe des moyens de defense constitutifs ou induits 

en reponse a la presence d'un agent pathogene. Parmi ces mecanismes de defense les 

plantes accumulent des molecules antimicrobiennes comme les phytoalexines ou les 

proteines reliees a la pathogenese (proteines PR). Les phytoalexines sont des composes 

de petit poids moleculaire, lipophiles et antimicrobiens qui s'accumulent rapidement 

autour des sites de necrose. Les proteines PR sont des marqueurs de defense induits 

rapidement chez les plantes resistantes a certains agents pathogenes. Ces proteines sont 

tres stables en milieu acide et resistent a Taction des proteases produites par la plante ou 

l'agent pathogene pendant 1'interaction. Ces caracteristiques leur conferent une grande 

stabilite dans la vacuole et dans les espaces intercellulaires occupes par les agents 

pathogenes. En contrepartie, pour contourner l'effet antimicrobien des metabolites 

secondaires secretes par la plante hote, certains agents phytopathogenes metabolisent ces 

phytoalexines et compromettent leurs activites biologiques. 

Dans notre etude nous avons montre que B. cinerea induit l'accumulation d'une 

phytoalexine, la scopoletine, dans une espece et un cultivar de tabac (N. sylvestris et N. 

tabacum cv Petit Havana). Cette accumulation est correlee avec la resistance contre cet 

agent pathogene. La scopoletine inhibe la germination des spores de B. cinerea, mais non 

la croissance de son mycelium. Nous avons montre aussi que le mycelium et non les 

spores, de B. cinerea est capable de detoxifier ou degrader la scopoletine. Par ailleurs, les 

spores et non le mycelium, induisent une forte accumulation des PR proteines. La 

resistance du cultivar N. tabacum cv Petit Havana a B. cinerea depend du type 

d'inoculum. En effet le cultivar est moins resistant au mycelium qu'aux spores de B. 

cinerea. Cette difference au niveau de la resistance est correlee avec le metabolisme de la 
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scopoletine et 1'inhibition de 1'accumulation des proteines PRs induit par le mycelium a 

la difference des spores. Les differents resultats obtenus nous laissent suggerer que B. 

cinerea sous sa forme myceliale utilise une strategie sophistiquee pour contourner l'effet 

antimicrobien de ce metabolite secondaire secrete par la plante note. 

J'ai effectue la totalite des procedures experimentales reliees aux travaux presentes dans 

cet article, a l'exception des resultats presentes dans les deux figures concernant les PR 

proteines que la stagiaire Adeline Trapani m'a aide a realiser. J'ai egalement participe 

activement a la redaction du manuscrit. Le Dr Kamal Bouarab a participe activement a la 

conception des experiences et a la redaction de 1'article. 
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Summary 

• To protect themselves, plants have developed an armoury of defences expressed 

in response to the presence of a pathogen or related situations. It is known that the 

plants respond to pathogen attack by the production of pathogenesis-related 

proteins and the accumulation of antimicrobial molecules like phytoalexines. 

• Here we report that resistance of tobacco to B. cinerea is cultivar specific. 

Nicotiana tabacum cv Petit Havana but not N. tabacum cv Xanthi or cv samsun is 

resistant to B. cinerea. This resistance is correlated with the accumulation of the 

phytoalexin scopoletin and pathogenesis-related (PR) proteins. We also show that 

this resistance depends on the type of B. cinerea inoculum. N. tabacum cv Petit 

Havana is more resistant to spores but not mycelium inoculum of B. cinerea. This 

reduction of N. tabacum cv Petit Havana resistance to the mycelium compared to 

the spores is correlated with the suppression of the accumulation of PR proteins 

and the capacity of the mycelium but not the spores to metabolize the scopoletin. 

• These data present an important advance in understanding the strategies used by 

B. cinerea to establish its disease on tobacco plants. 
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Introduction 

Plants have evolved both general and highly specialized defence mechanisms that 

function to handle the diseases caused by the invading microbial pathogens (Dangl & 

Jones, 2001; Staskawicz et al, 2001). The general or basal defence is driven by 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) such as flagellin, oligosaccharides and 

peptides, however the highly specialized defence is governed by the gene for gene system 

(Dangl & Jones, 2001). In contrast to the PAMPS, the resistance induced by specific 

elicitors appeared to be plant cultivar-specific (Ntirnberger et al., 2004). 

The simplest mechanistic explanation of the gene for gene model is that plant resistance 

is due to the direct or indirect specific interaction between a pathogen Avr (avirulence) 

protein and the corresponding plant disease resistance (R) counterpart (Dangl & Jones, 

2001, Staskawicz et al, 2001). If one of these two actors is inactive or absent, disease 

occurs (Flor, 1971). The defence responses due to the recognition of general or specific 

elicitors often include the induction of pathogenesis related proteins (PR) and production 

of phytoalexins which have antimicrobial activities (Van Loon and Van Strien, 1999; 

Thomma et al, 1999; Chong et al, 2002; Yang et al, 2004; Gachon et al, 2004; 

Narasimhan et al, 2005). Experiments in which levels of phytoalexins in plants have 

been altered, either by the generation of mutants or by transformation-mediated 

manipulation of gene expression, have provided evidence to link phytoalexins with 

disease resistance (Hain et al, 1993; Glazebrook & Ausubel, 1994; Glazebrook et al, 

1997; Thomma et al, 1998). Genetic analysis of plants impaired in camalexin 

biosynthesis revealed that this phytoalexin is important for resistance against several 

necrotrophic fungi (Thomma et al, 1999; Ferrari et al, 2003a; Yang et al, 2004; 

Glawischnig et al, 2004). Scopoletin is the major phytoalexin in tobacco plants. This 

compound is well known to display antimicrobial properties in vitro (Valle et al, 1997) 

and accumulates in tobacco plants responding to pathogens and elicitors (Chong et al, 

2002; Matros & Mock, 2004). 

PR proteins have been reported to enhance resistance to several pathogens (Fritig et al, 

1998). Transgenic plants overexpressing the PR-la gene exhibited increased tolerance to 
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the oomycete pathogens Phytophthora parasitica var. nicotianae and Peronospora 

tabacina (Alexander et ah, 1993). Tomato PR-1 strongly inhibited not only the 

germination of Phytophthora infestans zoospores, but also development of symptoms on 

the surface of leaf disks infected with this oomycete pathogen (Niderman et al., 1995). 

Overexpression of a pepper basic PR-1 proteins in tobacco plants enhanced tolerance to 

the oomycete pathogen Phytophthora nicotianae, and the bacterial pathogens Ralstonia 

solanacearum and Pseudomonas syringae pv. Tabaci (Sarowar et al., 2005) 

The fungus Botrytis cinerea is a necrotrophic plant pathogen that colonizes senescent or 

dead plant tissues and causes softening in fruits. Fungal hyphae can penetrate through 

wounds, natural openings, of the plant tissue or directly and spread from previously 

colonized dead tissues into healthy ones (El Oirdi & Bouarab, 2007). B. cinerea attacks 

different plant tissues and has a broad host range (Mansfield, 1980). It is a major cause of 

post-harvest rot of perishable plant products, including grapes, tomato, potato, strawberry 

and tobacco. Because it is also able to infect at low temperatures, it can result in 

important economic losses, either in pre- and post-harvest crops (Mansfield, 1980). 

Several virulence factors required for its pathogenicity on different hosts have been 

described (Ferrari et al., 2003b). B. cinerea synthesizes extracellular enzymes that 

degrade pectin, the major component and the most complex polysaccharide in the plant 

cell wall, which allows its growth inside the plant (Wubben et al., 1999; Rha et al., 2001; 

ten Have et al, 2001; Cabanne & Doneche, 2002; Poinssot et al, 2003; Soulie et al., 

2003; Kars et al., 2005). B. cinerea can also elicit the production of trans-resveratrol in 

grapevines (Langcake& Pryce, 1977; Langcake & McCarthy, 1979). Recent studies have 

shown that trans-resveratrol is fungitoxic at physiological concentrations against 

B. cinerea (Iriti et al., 2004; Bru et al., 2006). Here we report that the resistance of 

tobacco to B. cinerea is cultivar dependent. B. cinerea induces the accumulation of 

scopoletin and PR proteins in the resistant cultivar TV. tabacum cv Petit Havana. We also 

show that this resistance depends on the type of B. cinerea inoculums. N. tabacum cv 

Petit Havana is more resistant to spores but not mycelium inoculums of B. cinerea. This 

reduction of N. tabacum cv Petit Havana resistance to the mycelium compared to the 
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spores is correlated with the suppression of the accumulation of PR proteins and the 

capacity of the mycelium but not the spores to metabolize the scopoletin. 

Materials and methods 

Plant material, fungal isolates and plant inoculations 

N. sylvestris, N. longiflora, N. suaveolens, N. tabacum cv Samsun, N. tabacum cv Xanthi 

and N. tabacum cv Petit Havana seeds were grown as previously described (El Oirdi & 

Bouarab, 2007). 

Botrytis cinerea Pers.:Fr. isolate MEE B191 (B191) used for this study was previously 

described (El Oirdi & Bouarab, 2007). For pathogenicity tests and statistical analysis, 

detached leaves of 30 day-old plants were laid on Petri dishes containing two blotting 

filter papers (Whatman, Schleicher & Schuell, Ottawa, Canada) wetted with sterile water, 

then spotted with 10 ^1 spore suspension (106, 107 or 108 spores ml-1 of PDB, difco 

Potato Dextrose Broth, medium) or 5-mm-diameter agar plugs containing actively 

growing hyphae of B. cinerea (3 days old). Petri dishes were then incubated at 22°C at 

high humidity in glass trays covered with polyethylene wrap. All plant inoculations 

involved a minimum of three leaves from each of three plants, and each experiment was 

carried out at least three times. The disease caused by Botrytis was assessed in detached 

leaves 4 days postinoculation (dpi), by measuring the necrosis diameter induced by the 

spores or the mycelium plugs. 

Mycelium growth 

Several concentrations of scopoletin (Sigma, 0, 100, 300 or 500 jug ml"1) dissolved at 1% 

final concentration of DMSO were added to PDA (Potato Dextrose Agar, Difco) medium. 

Plugs of 3 day-old B. cinerea mycelium (5 mm of diameter) grown in the PDA medium 

were then cut with a sterile needle from working plates of the 191 isolate and inoculated 

into the centre of each agar plates containing different concentrations of scopoletin. 

Solvent-only control plates were prepared in the same manner. The plates were kept at 
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22°C for three days. Photographs were taken three days after treatments. The radial 

growth of the fungus was also measured. 

Spore Germination Assay 

Spore germination in the presence of the same concentrations of scopoletin described 

above was assessed in 96-well microplates, in clarified PDB medium. Scopoletin 

dissolved in DMSO (1% final concentration) was added in each well together with spores 

(4.105), in triplicate, in a total volume of 100 fi\, and the plates were kept at 22°C and 

darkness for 8 hours. DMSO-only with spores were prepared in the same manner, as a 

control. The plates were observed in a microscope (Carl Zeiss Axio Imager Ml Mot, 

Quebec, Canada), and for each treatment several pictures were acquired with a charge-

coupled device camera (Carl Zeiss Axiocam MRC High Resolution Color Digital 

Camera, 1300 X 1030 Pixels, Quebec, Canada). The spores were also subsequently 

assessed for germination status. Spores with germ tubes longer, or as long than the spore, 

were counted as being germinated. The length of germ tubes were measured by using 

Axiovision LE Rel 4.5 software (Carl Zeiss, Quebec, Canada) 

Scopoletin-Detoxifying enzyme Assay 

Five plugs of mycelium (5 mm of diameter) or 106 spores ml"1 of B. cinerea, as described 

above, were added to 10 ml of PDB medium and supplemented with 50 \ig ml"1 of 

scopoletin and incubated at 22°C in darkness with rotary shaking at 120 rpm. As a 

control, solvent-only with spores and mycelium or scopoletin-only without the fungus, 

were prepared in the same manner. One ml was taken at 0, 3, 6 and 9 hours after 

treatments, visualized under UV light and subjected to TLC to detect the presence of 

scopoletin. 

Precipitation of B. cinerea extracellular proteins 

50 plugs of mycelium (5 mm of diameter) B. cinerea prepared as described above were 

added to 250 ml of PDB medium and incubated at 22°C in darkness with rotary shaking 
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at 120 rpm for 36 hours. The culture was filtered and centrifuged at 4,000 x gfor 30 min 

and the supernatant was used to precipitate the extracellular proteins by adding the 

ammonium sulphate (30%) to the filtrate. The proteins were then pelleted by 

centrifugation at 12,000 x gfor 30 min. Proteins were resuspended into 25 mM Tris-HCl, 

pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT and 10% glycerol. The protein solution was desalted 

with the same buffer and concentrated by ultrafiltration with an Amicon Ultra 50,000 

NMWL device (Millipore). Fourty microliter of these extracellular proteins was added to 

the spore suspension (160 (xl at 106 spores ml"1) and 10 (0,1 was used for infection. As a 

control the buffer was added in stead of the extracellular proteins. Detached leaves from 

4 weeks old N. tabacum cv Petit Havana plants were inoculated as described above. 

Secondary Metabolites Extraction and Characterization 

Phenolic compounds were extracted from infected leaves as described previously with 

some modifications (Daayf et ah, 1997). Briefly, leaves inoculated with 6 drops of spore 

suspension (106 spores ml"1) were weighed and ground in 80% HPLC-grade MeOH (10 

ml g"1 fresh weight) and samples incubated in dark on a rotary shaker at 20°C for 30 min. 

The methanolic extracts were filtered, and the residue was washed with 10 ml 80% 

methanol. Chlorophyll, lipids, and waxes were removed by partitioning against light 

petroleum ether three times. The methanolic fraction containing the phenolic constituents 

was roto-evaporated, and the aqueous residue was partitioned three times with ethyl 

acetate. The final ethyl acetate concentrated extracts were separated on 0.2-mm thin layer 

chromatography (TLC) silica gel plates (60 A Partisil K6F with Fluorescent indicator, 

Chromatographic Specialties Inc, Ontario, Canada) using chloroform/methanol/water 

(65:30:05) as a mobile phase. The blue-autofluorescent bands were scraped from the TLC 

plates and extracted with ethyl acetate. The compounds were further concentrated by 

evaporating the ethyl acetate and resuspended in DMSO. These fractions were then used 

for HPLC analysis on a Dionex DX-500 chromatography system (ED40 Electrochemical 

Detector, AD20 Absorbance Detector) equipped with an autosampler and fitted with a 

column IonPac® NG1 Guard and NS1 Separator. Results were analyzed using 

Chromeleon Software, version 6.60. The column was eluted at a flow of 1 ml per min 
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with 0.04 M NaH2P04 in 30% Acetonitrile and 70% water. Acid hydrolysis of the FC2 

fraction was performed as described previously (Daayf et al., 1997). 

Protein gel blot analysis 

Total proteins were extracted from 100 to 200 mg of homogenate of frozen leave in 200 

ul of extraction buffer [25 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 10% 

glycerol, 5 mM dithiothreitol (DTT)] and a protease inhibitor cocktail (Sigma). The crude 

extract was centrifuged at 13000 rpm for 20 min. The supernatant was equilibrated in the 

same buffer and boiled for 5 min. Fifty micrograms of protein of each sample were used 

for western blotting analysis. Proteins were subjected to gel blot analysis using a rabbit 

polyclonal anti-acidic, -basics PR3 or PR5 antibodies, at a dilution of 1:8000 (Cordelier 

et al., 2003). Equal samples of proteins were loaded in 12% SDS-PAGE (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA) and the protein quantification was visually confirmed by 

Ponceau Red staining for each PVDF membrane following protein transfer. Horse Radish 

Peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG were used as secondary antibody (1/10000). 

Immunodetection was conducted with chemiluminescent substrate (Bio-Rad, immun-star 

kit) and exposition to X-ray films. 

Results 

Inoculations of Nicotiana cultivars and species with the necrotrophic pathogen B. 

cinerea 

B. cinerea is an important plant pathogen with a broad host range including the 

Solanaceous species, potato, tomato and tobacco. To determine whether some Nicotiana 

species are resistant to B. cinerea, we examined the interaction between B. cinerea isolate 

B191 and several cultivars and species of Nicotiana by using a well-defined virulence 

bioassay (see material and methods). Ten microlitres of spore suspension (106 spores ml" 

') from B. cinerea isolate B191 were inoculated on leaves of the tobacco species and 

cultivars representing the species N. sylvestris, N. longiflora, N. suaveolens, N. tabacum 

cv Samsun, N. tabacum cv Xanthi and N. tabacum cv Petit Havana. The disease was 
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analysed 4 dpi. Inoculations of the host plants N. longiflora, N. suaveolens, N. tabacum 

Samsun and N. tabacum cv Xanthi, consistently yielded expanding disease lesions (Fig. 

la-d). In contrast, lesion expansion was not observed after inoculation of N. sylvestris and 

N. tabacum Petit Havana (Fig. le and If). The severity of the disease was quantified by 

measuring the diameter of the necrotic lesion. The susceptible cultivars showed similar 

severity of the disease with a necrosis diameter around 20 mm after four days (Fig. lg). 

However, N. sylvestris species and N. tabacum cv Petit Havana cultivar showed a 

significant decrease of the necrotic lesion (around 8 mm, Fig. lg). These results 

demonstrate the existence of resistance to B. cinerea isolate B191 in Nicotiana spp (N. 

sylvestris and N. tabacum Petit Havana). These data demonstrate also that the resistance 

to B. cinerea among the N. tabacum cultivars is restricted to only one of the tested 

cultivars; this specificity may have a biological significance. 

B. cinerea induces the accumulation of scopoletin and pathogenesis-related (PR) 

proteins in the resistant cultivar N. tabacum cv Petit Havana 

Secondary metabolites are known to accumulate around infection sites in resistant plants 

(Thomma et al, 1999; Chong et al, 2002; Matros & Mock, 2004; Yang et al., 2004; 

Prats et al., 2006). Some of those compounds are autofluorescent under UV illumination 

(Chong et al., 2002; Matros & Mock, 2004). This leads us to test whether the resistance 

of N. sylvestris and N. tabacum Petit Havana plants to B. cinerea is correlated with the 

accumulation of those compounds around the sites of infections. 

The different Nicotiana species or cultivars (N. sylvestris, N. longiflora, N. suaveolens, N. 

tabacum Samsun, N. tabacum cv Xanthi and N. tabacum cv Petit Havana) were infected 

by B. cinerea (106 spores ml"1) followed by UV illumination (365nm) four days after 

inoculation. As shown in figure 2 the two resistant plants, N. sylvestris and N. tabacum 

Petit Havana, showed a high accumulation of blue autofluorescent compounds around the 

infection sites. However the susceptible plants (N. longiflora, N. suaveolens, N. tabacum 

Samsun and N. tabacum cv Xanthi) did not accumulate any significant blue 

autofluorescent compounds around the inoculation areas (Fig. 2). This result suggests that 
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the resistance of Nicotiana species or cultivars to B. cinerea is correlated with the 

accumulation of blue autofluorescent compounds around the infection sites. 

N. tabacum cv 

Fig. 1: B. cinerea symptoms in tobacco cultivars. 

Leaves from N. sylvestris (a), N. longiflora (b), N. suaveolens (c), N. tabacum cv Samsun 
(d), cv Xanthi (e) and cv Petit Havana (f) were infected by a drop (10 ui) of spore 
suspension (106 spores ml"1) and incubated for four days when photographs were taken. 
Data shown are representative of three independent experiments. G, Size of lesions 
formed in leaves four days after inoculation with B. cinerea isolate B191. Error bars 
represent the standard deviations of three independent experiments. Data sets marked 
with an asterisk (N. sylvestris and N. tabacum cv Petit Havana leaves) are significantly 
different from the N. longiflora, N. suaveolens, N. tabacum cv Samsun and N. tabacum 
cv Xanthi leaves as assessed by the Student's t-test. 
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N.tabacum cv Samsun N.tabacum cv Petit Havana 

Visible light UV light Visible light UV light 

/V. sylvestris N.tabacum cvXanthi 

Visible light UV light Visible light UV light 

At longiflora N. suaveolens 

Visible light UV light Visible light UV light 

Fig. 2: Resistant tobacco cultivars to B. cinerea accumulate blue UV-autofluorescent 
compounds. 

Leaves from N. sylvestris, N. longiflora, N. suaveolens, N. tabacum cv Samsun, N. 
tabacum cv Xanthi and N. tabacum cv Petit Havana were infected with a drop (10 fxl) of 
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spore suspension (106 spores ml"1) and then incubated for four days when photographs 
were taken under visible and UV light. Data shown are representative of three 
independent experiments. 

To determine the nature of the fluorescent compounds, methanol extraction was 

performed and the products were analyzed by thin layer chromatography (TLC). Two 

major blue auto-fluorescent compounds were found on our TLC analysis (FC1 and FC2 

for fluorescent compound 1 and 2; Fig. 3a). These compounds accumulated at high levels 

in the resistant cultivars (Fig. 3a). FC1 and FC2 were extracted from the TLC plate and 

further analyzed by high-performance liquid chromatography (HPLC; Fig. 3b-e). 

Scopoletin is a blue autofluorescent compound that accumulated in Nicotiana species 

after pathogen elicitation (Chong et al., 2002; Matros & Mock, 2004). Thus we 

investigated whether FC1 and FC2 correspond to free and conjugated scopoletin. The 

analysis of pure commercial scopoletin was performed as a control. TLC and HPLC 

experiments showed that FC1 corresponded to free scopoletin (Fig. 3b-d) and acid 

hydrolysis experiments indicated that FC2 was a conjugated form of scopoletin (Fig. 3b 

and 3e). The identification of FC1 and FC2 as being free and conjugated scopoletin, 

respectively, was also confirmed using GC-MS (data not shown). 

As N. tabacum cultivar cv Petit Havana but not the cultivar Xanthi is resistant to B. 

cinerea, we used this two cultivars to do kinetics of the accumulation of two plant 

immune markers, the scopoletin and PR proteins. The two cultivars iV. tabacum cv Xanthi 

(susceptible cultivar) and N. tabacum Petit Havana (resistant cultivar) were inoculated 

with spores (106 spores ml"1) from B. cinerea isolate B191 and samples were harvested at 

different times after infection in order to see the accumulation of PRs proteins and to 

quantify the scopoletin as explained in the material and methods. 
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Fig. 3: UV-fluorescent compounds induced by B. cinerea in tobacco correspond to 
free and conjugated-scopoletin 

a, TLC, visualised under UV light, of methanolic extracts from N. tabacum cv Xanthi (1), 
N. tabacum cv Samsun (2), N. sylvestris (3), N. suaveolens (4), N. longiflora (5) and N. 
tabacum cv Petit Havana (6) leaves four days after infection with 106 spore suspension 
ml"1 (10 ul) of B. cinerea isolate B191. b, TLC, seen under UV light, of purified FC2 (1), 
FC1 (2), commercial scopoletin (3) and FC2-hydrolysis product (4). HPLC profiles of 
FC1 compound (c), commercial scopoletin (d) and FC2-hydrolysis product (e). Data 
shown are representative of three independent experiments. 

L 

118 



Chapitre 3 

Figure 4a shows that, in leaves of N. tabacum Petit Havana inoculated with B. cinerea, 

scopoletin was first detected at 12 hours and increased with the time of infection. In 

contrast leaves of N. tabacum cv Xanthi inoculated with B. cinerea did not show any 

significant accumulation of scopoletin (Fig. 4a). We then quantified the scopoletin levels 

in the other species and cultivars four days post inoculation. In contrast to the two 

resistant plants (N. tabacum Petit Havana and N. sylvestris), the susceptible plants (N. 

tabacum cv Xanthi, N. tabacum cv Samsun, N. suaveolens and N. longiflora) showed a 

very small accumulation of scopoletin (Fig. 4b). This result suggests that the resistance of 

N. tabacum Petit Havana and N. sylvestris to B. cinerea isolate B191 is consistent with 

the high accumulation of the antimicrobial scopoletin. 

We then examined the accumulation of the acidic and basic PR3 and PR5 proteins in 

leaves of N. tabacum cv Xanthi or cv Petit Havana inoculated with B. cinerea spores. Our 

results showed that the basic and acidic isoforms of PR3 and PR5 were highly 

accumulated in N. tabacum cv Petit Havana in response to the infection by the spores of 

B. cinerea. However this accumulation was not significant in the susceptible cultivar, N. 

tabacum cv Xanthi, in response to the infection by the spores of the fungus (Fig.4c). 

These results suggest that the resistance of N. tabacum cv Petit Havana to B. cinerea is 

correlated not only with the induction of the scopoletin but also with the accumulation of 

PR proteins. 

Scopoletin has an antimicrobial effect on B. cinerea spores 

The phytoalexin scopoletin is known to have antioxidant and antimicrobial activities 

against a broad range of plant pathogens (Boveris et ah, 1977; Ahl-Goy et al., 1993; 

Costet et al., 2002; Gachon et al., 2004; Gomez-Vasquez et al, 2004; Prats et al, 2006). 
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Fig. 4: The accumulation of scopoletin and PR proteins is correlated with resistance 
of tobacco to B. cinerea 

a, Kinetics of scopoletin accumulation were determined at the indicated time points in 
leaves of N. tabacum cv Petit Havana (resistant cultivar) and N. tabacum cv Xanthi 
(susceptible cultivar) inoculated with 106 spores ml"1 of B. cinerea isolate B191 (drop of 
10 fil). Error bars represent the standard deviations of three independent experiments, b, 
Scopoletin levels in all cultivars used in this study 4 days after infection with 106 spores 
ml"1 (drop of 10 jil) of B. cinerea isolate B191. Error bars represent the standard 
deviations of three independent experiments. Data sets marked with an asterisk (resistant 
cultivars, N. tabacum Petit Havana and N. sylvestris) are significantly different from the 
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susceptible cultivars (N. longiflora, N. suaveolens, N. tabacum cv Samsun and N. 
tabacum cv Xanthi) as assessed by the Student's t-test. c, PR proteins accumulation after 
inoculation of N. tabacum cv Petit Havana and cv Xanthi plants with B. cinerea. Proteins 
were extracted 0, 6, 12, 24, 48 and 96 hours post infection of N. tabacum cv Petit Havana 
and cv Xanthi with spores suspension (106 spores ml"1) of B cinerea. Western blots were 
carried out by using acidic and basic anti-PR3 and PR5 as described previously 
(Cordelier et al., 2003). Rubisco shows the equal amount of the proteins in all the 
experiments. 

Fig. 5: Scopoletin inhibits the germination of B. cinerea spores but not its mycelium 
growth 

a, Kinetics of spore germination 0, 2, 4 and 8 hours after incubation in PDB medium. 
Spore germinations eight hours after incubation in PDB medium supplemented with 100, 
300 and 500 fig ml"1 of scopoletin (b) and mycelium plugs growth on PDA medium 3 
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days after treatment with the same concentration of scopoletin described above (c). 4.105 

spores were incubated in a total volume of 100 piL of PDB medium supplemented with 
different concentrations of scopoletin. The plates were kept at 22°C for eight hours, after 
which the number of germinated spores was determined. Spores with germ tubes longer, 
or as long than the spore, were counted as being germinated. Round plugs of B. cinerea 
mycelium were transferred to potato dextrose agar plates supplemented with the same 
concentrations of purified scopoletin used for the spore experiments. The radial growth of 
B. cinerea mycelium was then measured three days post-treatments. The values given are 
the percentage of inhibition of spore germination or of the percent inhibition plug 
mycelium radial growth (d). e, The length of spore germ tubes was also measured from 
samples shown in b (two hundred spores were measured for each replicate). Error bars 
represent the standard deviations of three independent experiments. Data sets marked 
with an asterisk are significantly different from the controls as assessed by the Student's 
t-test. 

B. cinerea spores started their germination after two hours after incubation in PDB 

(Potato Dextrose Broth, Difco) medium (Fig. 5a), and the germination is complete within 

four hours of incubation (Fig. 5a). We investigated whether scopoletin inhibits the 

germination of the spores or the growth of the mycelium of B. cinerea. One hundred 

microlitresof spore suspension (4.105 spores ml"1 in PDB medium) from B. cinerea isolate 

B191 was supplemented with 100, 300 or 500 jo.g ml"1 of scopoletin (dissolved in DMSO) 

and spores were observed under a microscope eight hours after treatments. The same 

volume of DMSO was added in the controls. Interestingly scopoletin inhibited the 

germination of B. cinerea spores in a dose-dependent manner (Fig. 5 b and d). The 

germination was strongly inhibited at 500 ug ml"1 of scopoletin, with 90% of germination 

inhibition (Fig. 5d). The length of spore germ tubes was also measured. We observed also 

that the length of the germ tubes was highly reduced with the three tested concentrations 

of scopoletin (Fig. 5e). A similar experiment was carried out in PDA medium 

supplemented with the same concentrations of scopoletin and then inoculated with 

mycelium plugs (5 mm of diameter). Mycelium growth was measured three days after 

incubation at 22 °C. As shown in figure 6c the same concentrations of scopoletin used for 

spores experiments did not affect significantly the mycelium growth of B. cinerea. Only 

25% growth inhibition was observed with 500 jxg ml"1 (Fig. 5d). These results suggest 

that spores are more sensitive than mycelium to the antimicrobial effect of scopoletin. 
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Fig. 6: B. cinerea mycelium grows more than spores on resistant tobacco cultivars 

Leaves of N. tabacum Petit Havana were infected by a drop (10 (J-l) of spore suspension 
(IO6 spores ml"1) (a and c) or round plugs (5mm in diameter) (b and d) of B. cinerea 
isolate B191. The infected leaves were maintained in high humidity for four days. 
Pictures were then taken under visible and UV light four days post inoculation. Data 
shown are representative of three independent experiments, e, Size of lesions formed in 
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leaves shown in a and b. Error bars represented the standard deviations of three 
independent experiments. Data sets marked with an asterisk (Mycelium plug infected-/V. 
tabacum cv Petit Havana leaves) are significantly different from the spore-infected N. 
tabacum cv Petit Havana leaves as assessed by the Student's t-test. f, Scopoletin levels in 
B. cinerea spores- and mycelium plug- infected N. tabacum cv Petit Havana plants. 
Leaves of N. tabacum cv Petit Havana were infected by a drop (10 fil) of spore 
suspension (106 spores ml"1) or round plugs (5 mm in diameter) of B. cinerea isolate 
B191 and scopoletin levels were carried out, as described in material and methods, four 
days post inoculation. Error bars represent the standard deviations of three independent 
experiments, g Leaves of N. tabacum Petit Havana were infected by a drop (10 (il) of 
spore suspension (106' 107 or 108 spores ml"1). The pictures were taken 4dpi. h Size of the 
lesions formed in leaves shown in g. Error bars represent the standard deviations of three 
independent experiments, i-j The radial growth of B. cinerea spores (10 |ll of 106, 107 

spores ml"1) and mycelium plugs (5mm of diameter) measured three days post culture. 

To investigate whether this difference in sensitivity to scopoletin between spores and 

mycelium has a consequence on the degree of disease severity caused by B. cinerea, we 

compared N. tabacum Petit Havana (resistant cultivar) leaves infected with spore 

suspension (106spores ml"1) versus mycelium plugs (5mm of diameter) four days post 

inoculation. 

Figure 6 shows that the lesion size was enhanced in plants infected with mycelium plugs 

(Fig. 6b and 6e) versus the plants inoculated with spores (Fig. 7a and 7e). The lesion size 

was two-fold higher in leaves infected with mycelium plugs versus the leaves inoculated 

with spores (Fig. 6g). The leaves of the resistant cultivar N. tabacum Petit Havana 

accumulated the scopoletin around spores as well as mycelium plug-infected areas (Fig. 

6c and 6d). The scopoletin levels were quantified in leaves of TV. tabacum Petit Havana 

infected with mycelium plugs or spores four days post infection. The results showed that 

scopoletin levels were similar in both spores- and mycelium plug-infected leaves (Fig. 

6f). Indeed the mycelium is more virulent than the spores even when the resistant cultivar 

reacted to both inoculums (spores and mycelium plugs) by accumulating the 

antimicrobial scopoletin. The sensitivity of B. cinerea spores to scopoletin may 

compromise its virulence on N. tabacum Petit Havana. To be sure that the high resistance 

of N. tabacum Petit Havana to spores, but not to the mycelium, was due to the relative 

biomass of the inoculum, we infected the leaves with various concentrations of B. cinerea 

spores (106,107 and 108 spores ml"1). Interestingly there was no difference between lesions 
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size caused by the three spore concentrations (fig 6g and h). These three different 

concentrations of B. cinerea spores induced also the accumulation of the scopoletin 

around the infection sites of N. tabacum Petit Havana leaves (Fig 6g, lower panel). We 

also tested whether the growth of the mycelium plugs was faster than the spores. To do 

this we added mycelium plugs (5 mm of diameter) or 10 ul of 1.06, 107 spores ml"1 to the 

PDA medium and three days after incubation at 22°C, the radial growths were measured. 

Interestingly we did not see any significant differences in the radial growth between 

mycelium plugs and the two concentrations of spores (10 JJ.1 of 106, 107 spores ml"1) that 

we analysed (figure 6i and j). These data suggest that the differences that we observed in 

the resistance to the mycelium versus the spores are not due the relative biomass between 

the two inoculums. 

Spores Mycelium 

(0 
DC 
Q. 
O 
H5 
"o 
< 

(0 
DC 
Q. 
O 

'55 
(0 

m 

PR 5a 

Rubisco 

PR 3a 

Rubisco 

PR5d 

Rubisco 

PR 3c 

Rubisco 

0 6 12 24 48 0 6 12 24 48 hpi 

Fig. 7: PR protein accumulation after inoculation of iV. tabacum cv Petit Havana 
leaves with spores or mycelium plugs of B. cinerea 

Proteins were extracted 0, 6, 12, 24 and 48 hours post infection from N. tabacum cv Petit 
Havana leaves with spores suspension (106 spores ml"1) or mycelium plugs (5mm 
diameter) of B. cinerea. Western blots were carried out by using acidic and basic anti-
PR3 and PR5 as described previously (Cordelier et al., 2003). Rubisco shows the equal 
amount of the proteins in all the experiments. 
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We then investigated whether these results are consistent with the expression of the PR 

proteins in the leaves of N. tabacum Petit Havana challenged with spores or mycelium of 

B. cinerea. Detached leaves were inoculated with 6 drops (106 spores ml"1) or 6 plugs of 

B. cinerea and samples were harvested for PR proteins detection at 0, 12, 24, and 48 

hours postinoculation. Indeed, spores induced high accumulation of the acidic and basic 

PR3 and PR5. However the mycelium induced a slight accumulation of those PR proteins 

in N. tabacum cv Petit Havana leaves (Fig. 7). This result is correlated with the difference 

in the resistance of N. tabacum cv Petit Havana to the spores versus the mycelium of B. 

cinerea. These results suggest that the mycelium avoids the accumulation of PR proteins 

and tolerates the scopoletin which might enhance its virulence compared to the spores in 

tobacco. 

B. cinerea metabolizes the scopoletin 

Several pathogens are known to secrete enzymes that detoxify secondary metabolites 

including phytoalexins. The breakdown of such compounds is essential for the 

pathogenicity of several pathogens (Morrissey & Osbourn, 1999; Bouarab et al., 2002). 

We thus tested whether the difference in scopoletin sensitivity of spores versus mycelium 

was related to the possible detoxification or degradation of this phytoalexin by the latter 

but not by the former. Ten mililitres of PDB medium containing spore suspension (10 

spores ml"1) or five mycelium plugs (5 mm in diameter) from B. cinerea isolate B191 

were supplemented with 50 ug ml"1 of scopoletin. The same experiment was monitored in 

the absence of scopoletin (control). Similarly a solution of 50 ug ml"1 of scopoletin was 

incubated in 10 ml of PDB medium in the absence of the fungus (control). An aliquot of 

1 ml was recuperated at 0, 3, 6 and 9 hours after each treatment and the tubes were 

observed under UV illumination. Interestingly, the mycelium was able to degrade or 

detoxify scopoletin as can be observed by the disappearance of the blue fluorescence 

(Fig. 8a and 8b). Based on scopoletin fluorescence, the phytoalexin metabolism was 

complete 9 hours after treatment (Fig. 8b). Our data suggest that B. cinerea degrades or 

modifies the scopoletin produced by tobacco. 
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Fig. 8: B. cinerea mycelium but not spores metabolizes the scopoletin 

Spore suspension (106 spores ml"1) or 5 round plugs (5 mm in diameter) of B. cinerea 
isolate B191 were incubated in 10 ml of PDB medium supplemented with 50 jig ml"1 of 
scopoletin. As controls, solvent with spores and mycelium or scopoletin without the 
fungus were prepared in the same manner. The flasks were then incubated at 22°C and 1 
ml was taken at 0, 3, 6 and 9 hours after treatments, for observation under UV (a) and 
were resolved by TLC to detect the presence of scopoletin (b). Data shown are 
representative of three independent experiments. 
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Extracellular proteins from the mycelium break down the resistance to spores in the 

cultivar iV. tabacum cv Petit Havana 

To investigate whether the mycelium produces virulence proteins that break down the 

resistance in the cultivar TV. tabacum cv Petit Havana, detached leaves were inoculated 

with spores (106 spores ml"1) mixed with the mycelium extracellular protein prepared as 

described in the material and methods or the similar concentration of spores mixed with 

the buffer. Interestingly the lesion size was three-fold higher in the leaves infected with 

spores mixed with the mycelium extracellular protein versus the leaves inoculated with 

mock-treated spores (figure 9). Interestingly this extracellular protein fraction was still 

able to metabolize the scopoletin (data not shown). 

These result suggest that the mycelium produces a virulence proteins that compromised 

the resistance in the cultivar N. tabacum cv Petit Havana and the metabolism of the 

scopoletin might be involved in this virulence strategy. 

Discussion 

Plant disease resistance can be induced by general elicitors or, only in particular host 

plant cultivars, in response to particular pathogen races (race-specific resistance), (race-

cultivar-specific or gene-for-gene resistance). This host-pathogen specificity can be 

attributed to a single gene or a small number of related genes enabling the production of 

race-specific elicitors (Dangl & Jones, 2001, Niirnberger et al, 2004). The fact that the 

resistance of tobacco to B. cinerea is cultivar specific (Figs. 1 and 2) suggests that this 

resistance is mediated by a signal that is specifically recognized by the resistant cultivar 

N. tabacum cv Petit Havana. As the specificity of the resistance to pathogens at cultivar 

level is always due to the gene for gene interaction, this resistance induced by B. cinera 

might be controlled by a gene for gene system. We also show that the N. sylvestris specie 

is resistant to B. cinerea. N. tabacum is a complex amphidipolid involving N. sylvestris 

and N. tomentosa genomes (Goodspeed, 1954). N. sylvestris is often considered as being 

the ancestor of the amphidiploid N. tabacum. The analysis of its genome shows some 

degree of sequence identity with N. tabacum (Goodspeed, 1954, Chase et al., 2003). 
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These suggest that the genes controlling the resistance observed in the cultivar N. 

tabacum cv Petit Havana might come from N. sylvestris. 

Spores + Mycelium 
extracellular proteins 

Fig. 9: Mycelium extracellular proteins of B. cinerea affects the resistance induced 
in the cultivar N. tabacum cv Petit Havana 

a, The right side of TV. tabacum cv Petit Havana detached leaves were infected with a 
drop (10 JLLI) of spore suspension (106 spores ml"1) mixed with the mycelium extracellular 
proteins as detailed in the material and methods. As a control, the left side of the same 
leaves were infected with a drops (10 jil) of spore suspension (106 spores ml"1) mixed 
with the buffer. The leaves were then incubated for four days as described in the material 
and methods. The pictures were taken at 4dpi. Data shown are representative of three 
independent experiments, b, Lesion sizes formed in leaves shown in a. Error bars 
represent the standard deviations of three independent experiments. 
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The present study clearly shows that the resistant cultivar, N. tabacum cv Petit Havana, 

accumulates high amounts of PR proteins and scopoletin in response to B. cinerea spores 

compared to the susceptible cultivar, N. tabacum cv Xanthi (Fig 4). We also show that 

this phytoalexin inhibits the germination of B. cinerea spores (Fig. 5). In many plant-

pathogen systems, phytoalexins accumulate rapidly in response to elicitors and pathogens 

(Matros & Mock, 2004; Yang et ah, 2004). Arabidopsis thaliana produces the 

phytoalexin camalexin in response to B. cinerea infection (Ferrari et al., 2003a). This 

phytoalexin is able to limit B. cinerea growth in vitro (Ferrari et al., 2003a). Pad3 

mutants {Phytoalexin deficient 3), impaired in an enzyme required for camalexin 

biosynthesis, fail to accumulate detectable levels of camalexin in response to B. cinerea 

and display greatly enhanced disease symptoms (Zhou et al., 1999; Ferrari et al., 2003a). 

Our data also show that the resistance of tobacco to B. cinerea is affected by the type of 

the inoculum we used. The scopoletin inhibits the germination of the spores but does not 

have any significant effect on the radial growth of the mycelium of B. cinerea. We then 

demonstrate that the mycelium is able to metabolize the scopoletin, which might be 

involved in allowing the fungus to grow on its host (Fig. 8). This may explain why there 

are differences on disease lesions between leaves from resistant cultivar N. tabacum Petit 

Havana infected with spores versus plugs of mycelium (Fig. 6). These results were 

supported by the high accumulation of PR proteins in N. tabacum Petit Havana infected 

with spores, but slightly accumulated when the leaves of this plant were infected with the 

mycelium of B.cinerea (Fig 7). The mycelium may use this degradation or detoxification 

activities to escape the toxicity of the antimicrobial compound scopoletin (Figs. 6 and 8) 

and allows it to be more virulent than spores on tobacco (Fig. 6). The fact that the 

extracellular proteins from the mycelium break down the resistance to spores in the 

cultivar N. tabacum cv Petit Havana clearly suggest that the mycelium produces more 

effective virulence proteins than the spores. Consequently, the mycelium is more virulent 

than the spores on the cultivar N. tabacum cv Petit Havana. 

Pathogens have developed several strategies to overcome the antimicrobial effect of 

phytoalexins (VanEtten et al., 1994; Morrissey & Osbourn, 1999; Bouarab et al., 2002). 
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These strategies may include the production of degradative enzymes, innate resistance of 

the target site, or efflux mechanisms that prevent intracellular antifungal compounds from 

building up to toxic levels (Morrissey & Osbourn, 1999). Detoxification or degradation 

of host-plant phytoalexins has been shown to be important for full virulence (Wasmann & 

VanEtten, 1996; Enkerli et al., 1998). Gibberella pulicaris, a pathogen of potato, 

produces an enzyme that degrades the potato phytoalexins rishitin and lubimin and allows 

the pathogenicity of the fungus to be assessed (Fleissner et al., 2002). The root pathogen 

Rhizoctonia solani can metabolize camalexin to 5-hydroxycamalexin, which is less toxic 

to fungal growth (Pedras & Khan, 2000; Pedras & Liu, 2004). Many fungi that are 

pathogenic on pea, possess a pisatin demethylase enzyme, shown to be a cytochrome P-

450 monooxygenase, that detoxifies the pea phytoalexin pisatin (George et al., 1998; 

George & VanEtten, 2001; Funnell & VanEtten, 2002; Funnell et al., 2002; Khan et al., 

2003). The breakdown of this antimicrobial phytoalexin is essential for the pathogenicity 

process of several pathogens (George et al., 1998; George & VanEtten, 2001; Funnell & 

VanEtten, 2002; Funnell et al., 2002; Khan et al, 2003). The generation of a scopoletin-

detoxifying enzyme minus mutant is essential to understand the role of this enzyme in the 

establishment of the disease caused by B. cinerea. It will be also interesting to generate 

transgenic tobacco plants (N. tabacum Petit Havana or N. sylvestris) accumulating 

scopoletin-detoxifying enzyme, in order to investigate the importance of the scopoletin in 

the resistance against B. cinerea and other pathogens. This will also help in 

understanding the role of phytoalexin-detoxifying enzyme in the establishment of the 

disease. 

In conclusion, our data show that the resistance of tobacco to B. cinerea is inoculum and 

cultivar dependent. The fact that the resistance looks to be cultivar specific makes this 

work very interesting and distinguishes it from all other works using necrotrophic 

pathogens, which as far as we are aware, have not reported similar specific resistance. As 

the specificity of the resistance to pathogens at cultivar level is always due to the gene for 

gene interaction, this work may help in discovering the first resistance gene or avirulence 

protein in a plant-nectrotrophic pathogen system. 
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Our data present also an important advance in understanding the strategy used by the 

mycelium of B. cinerea to establish disease on tobacco plants. 
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CONCLUSION 

Les plantes ont elabore au cours de leur evolution des moyens de defense qui leur 

permettent de contrer efficacement les agressions. H est admis que les reponses de 

defense de la plante dependent du mode de vie de l'agent pathogene qui l'infecte. Si elle 

est confronted a un agent pathogene biotrophe ayant besoin de cellules vivantes pour 

proliferer, la plante induira la mise en place des reponses de defense liees a la voie de 

1'AS. Dans le cas d'un agent pathogene necrotrophe, qui tire profit des cellules mortes, la 

plante induira la mise en place des reponses de defense liees a la voie de l'AJ. Ces deux 

voies (acide salicylique et acide jasmonique) peuvent etre antagonistes. En contrepartie 

les agents pathogenes ont co-evolue en developpant de nouvelles strategies qui leur 

permettent de contourner les defenses de la plante hote et de mettre en place la maladie. 

Les travaux presentes dans cette these sur les facteurs qui controlent le pouvoir pathogene 

chez B. cinerea ont permis de mettre en evidence trois resultats majeurs. Premierement 

les regulateurs EDS1 (enhanced disease susceptibility) et SGT1 (suppressor of the G2 

allele of Skpl) augmentent la severite de la maladie causee par le champignon 

necrotrophe B. cinerea. Dans cette partie nous avons montre que B. cinerea manipule les 

voies de signalisation qui menent a la mise en place de la reaction hypersensible pour 

installer sa maladie. En fait la pourriture grise causee par B. cinerea chez Nicotiana 

benthamiana, necessite la presence des deux regulateurs de la reaction hypersensible chez 

la plante, EDS1 et SGT1. L'expression de ces deux genes est induite suite a l'infection de 

ces plantes par B. cinerea. Par ailleurs les plantes dont l'expression de ces deux genes est 

fortement reduite sont resistantes a B. cinerea. L'ensemble de ces resultats suggere que B. 

cinerea utilise la voie qui mene a la mise en place de la reaction hypersensible pour 

instaurer sa maladie. 

Dans la deuxieme partie de cette these, nous avons mis en evidence une nouvelle 

strategie utilisee par B. cinerea pour detourner la voie immunitaire de la plante requise 

pour sa destruction. Nous avons montre que l'agent pathogene B. cinerea induit 

l'expression de la systemine qui est impliquee dans la resistance contre ce champignon, 
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par l'activation de la voie de l'AJ, incluant l'expression des inhibiteurs de proteinases PI 

I et II. Pour contourner cette immuno-reaction innee de la plante, B. cinerea a developpe 

un nouveau facteur de virulence pour manipuler l'effet antagoniste qui existe entre les 

voies de l'acide salicylique et l'acide jasmonique pour instaurer la maladie. En effet, B. 

cinerea produit un exopolysaccharide, le p-(l,3) (1,6) glucane, qui induit 1'accumulation 

de l'acide salicylique. Ce dernier agit comme antagoniste de la voie de l'acide 

jasmonique par la suppression des marqueurs de defense dependant de l'AJ notamment, 

les inhibiteurs de proteinases PI I et II. Les reflexions suscitees a la suite de ce travail 

sont multiples et offrent plusieurs perspectives d'etudes. Au-dela des considerations 

propres au modele propose, elles nous amenent notamment a nous interroger sur le ou les 

mecanismes par lesquels l'AS supprime l'expression des inhibiteurs de proteinases PI I et 

II. Ces travaux ont done ouvert une nouvelle avenue qui pourrait permettre de decouvrir 

de nouvelles cibles importantes dans les strategies utilisees par les agents pathogenes 

pour detourner le systeme immunitaire de la plante. La defense induite par l'AS est dans 

la plupart des cas gouvernee par la proteine NPR1 et les facteurs de transcription de type 

TGA. Ces deux acteurs interagissent physiquement pour ainsi reguler l'expression des 

genes dependant de l'AS. Ces deux acteurs ont aussi un role dans la mise en place de 

l'antagonisme chez A. thaliana. Nous avons montre que l'antagonisme induit par B. 

cinerea via son EPS necessite la presence de NPR1 et de TGA la (Abd El Rahman et al, 

donnees non publiees). En effet les plants de tomate qui sous-expriment NPR1 et TGAla 

deviennent resistants a B. cinerea. De plus, les plants qui sur-expriment NPR1 sont plus 

sensibles a B. cinerea que les plants sauvages (Abd El Rahman et al, donnees non 

publiees). Ces deux acteurs, NPR1 et TGAla, regulent negativement l'expression de PI I 

et PI II (Abd El Rahman et al, donnees non publiees). II est done important de verifier si 

NPR1 et TGAla regulent directement l'expression de PI I et PI II. Les facteurs de 

transcription TGA reconnaissent une sequence au niveau de la region promotrice pour s'y 

lier et reguler l'expression. Abd El Rahman (donnees non publiees) a analyse la region 

promotrice de PI I et PI II et il a trouve la presence de ces sequences de liaison de TGA. 

Par consequent des experiences d'immunoprecipitation de la chromatine seront 

essentielles pour montrer s'il ya une liaison entre TGAla et la region promotrice de PI I 
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et PI II, ce qui expliquerait la regulation negative de l'expression de ces deux genes par 

NPRletTGAla. 

II est egalement important d'etudier le transcriptome de la tomate en reponse a B. cinerea 

et aux traitements par 1'AS et l'EPS. Ces resultats devraient amener a decouvrir les cibles 

moleculaires impliquees dans la mise en place de cet antagonisme. 

Dans la derniere partie nous avons montre que B. cinerea induit l'accumulation d'une 

phytoalexine, la scopoletine, dans une espece et un cultivar de tabac (N. sylvestris et N. 

tabacum cv Petit Havana). N. tabacum est une espece amphidiploi'de qui est generee a 

partir des croisements entre iV. sylvestris et N. tomentosa. Par consequent, la resistance du 

cultivar N. tabacum cv Petit Havana pourrait avoir comme origine TV. sylvestris. 

L'accumulation de la scopoletine est correlee avec la resistance contre cet agent 

pathogene. En effet, a la difference de toutes les especes de tabac testees, les deux 

especes N. sylvestris et N. tabacum cv Petit Havana qui sont resistantes a B. cinerea sont 

les seules qui ont accumule la scopoletine a la suite de 1'infection par ce champignon. La 

scopoletine inhibe la germination des spores, mais elle n'a pas d'effet significatif sur la 

croissance du mycelium de B. cinerea. J'ai montre aussi qu'a la difference des spores, le 

mycelium de B. cinerea est capable de detoxifier ou degrader la scopoletine. Par ailleurs, 

la resistance du cultivar Petit Havana est correlee avec 1'induction importante de 

l'accumulation des PR proteines. En revanche cette accumulation est reduite chez les 

plants infectes par le mycelium en comparaison aux plants infectes par les spores de B. 

cinerea. On peut done conclure que la resistance du tabac a B. cinerea est cultivar et 

inoculum dependant. II est connu que plusieurs agents pathogenes contournent la toxicite 

des phytoalexines par la production des enzymes de detoxification de ces molecules 

antimicrobiennes. II sera important de purifier et caracteriser l'enzyme responsable du 

metabolisme de la scopoletine. D est egalement important de generer des mutants 

incapables d'exprimer cette enzyme pour ainsi etudier son role dans la mise en place de 

la maladie causee par B. cinerea. II sera egalement interessant de generer des plantes de 

tabac (N. tabacum Petit Havana or N. sylvestris) capables d'accumuler l'enzyme de 

detoxification ou de degradation. Ces plantes vont aider a mieux comprendre 
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l'importance de la scopoletine dans la resistance des plantes contre les agents pathogenes, 

incluant B. cinerea. Ces plantes devraient aussi montrer si l'enzyme pourrait avoir un 

effet sur d'autres reponses induites en reponse a un eliciteur ou un agent pathogene 

avirulent. 

Enfin, la comprehension des mecanismes qui regissent 1'interaction entre B. cinerea et 

ses plantes notes, pourrait aider a la decouverte de moyens de lutte phytosanitaires plus 

respectueux pour l'environnement. 
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