N

N

Effet de la nutrition azotée sur la résistance de la
légumineuse Medicago truncatula a Aphanomyces
euteiches

Elise Thalineau

» To cite this version:

Elise Thalineau. Effet de la nutrition azotée sur la résistance de la légumineuse Medicago truncatula a
Aphanomyces euteiches. Sciences du Vivant [g-bio]. Université de Bourgogne, 2016. Frangais. NNT:
. tel-02799840

HAL Id: tel-02799840
https://hal.inrae.fr /tel-02799840
Submitted on 5 Jun 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.

Distributed under a Creative Commons Attribution - ShareAlike 4.0 International License


https://hal.inrae.fr/tel-02799840
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://hal.archives-ouvertes.fr

<5

ECOLE DOCTORALE

_UNIVERSITE DE BOURGOGNE Environnements - Santé

Université de Bourgogne
Ecole doctorale Environnement Santé

Agroécologie, AgroSup Dijon, CNRS, INRA, Université Bourgogne Franche-Comté, Dijon
Pble mécanismes et gestions des interactions plantes-microorganismes — ERL CNRS 6300
Equipe NO et réponses de défense de la plante

THESE
Pour obtenir le grade de
Docteur de I’Université de Bourgogne
Sciences de la Vie

Effet de la nutrition azotée sur la résistance de la légumineuse Medicago
truncatula a Aphanomyces euteiches

Par Elise Thalineau

Soutenue le 9 Décembre 2016

JURY
M. Fagard Directeur de Recherche, INRA Versailles Rapporteur
C. Jacquet Professeur, Université Paul Sabatier, Toulouse Rapporteur
M. Adrian Professeur, Université de Bourgogne Examinateur
N. Pauly Maitre de Conférences, Université de Nice Sophia Antipolis Examinateur
HN. Truong Chargé de recherche, INRA Dijon Co-encadrante
S. Jeandroz Professeur, AgroSup Dijon Directeur de thése

UBFCR

UNIVERSITE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE

Agroécologie







« Pour gagner, il faut prendre le risque de tout perdre. »






Remerciements

Je tiens a remercier tout d’abord les membres du jury, Mesdames Marielle Adrian et
Mathilde Fagard et Messieurs Christophe Jacquet et Nicolas Pauly, d’avoir acceptés d’évaluer

mon travail.

Merci au Professeur David Wendehenne de m’avoir accueilli au sein de 1’équipe et

d’avoir suivi ce travail de pres.

Pour m’avoir accordée leur confiance et m’avoir soutenue, je tiens a remercier trés
sincérement tous ceux qui ont encadré ce travail et particulierement mes directeurs de these,
Hoai-Nam Truong et Sylvain Jeandroz. Merci d’avoir toujours été présents, de la préparation
au concours a la soutenance, en passant par les manipulations et la rédaction. Hoai-Nam, merci
pour tout ! Je suis contente d’avoir trouvé quelqu’un d’aussi « speed » que moi, si ce n’est
plus... Je garde de bon souvenirs des manips (dans le noir) ensemble. Sylvain, merci d’avoir

été un directeur de thése aussi sympa ! Merci de ta disponibilité dans les moments importants.

Je souhaite également remercier les membres de mon comité de suivi de thése,
Messieurs Michel Chalot et Pierre Frendo, d’avoir suivi mon travail et de m’avoir orientée pour

mes travaux.

Je remercie 1’équipe « Symbiose et état redox de la cellule » de I’'INRA Sophia Antipolis
de m’avoir formée a la transformation racinaire de Medicago truncatula et particulierement
Messieurs Nicolas Pauly et Alexandre Boscari qui ont toujours répondu présents lors de mes

guestionnements.

Un grand merci a mes collégues de I’équipe NO: Carine, pour ton accueil et pour ta
participation & ce travail, merci de m’avoir fait découvrir toute la gamme Lindt; Agnés, pour
nos petites « bouffes »; Valérie et Angélique pour votre gentillesse et votre disponibilité; Claire,
pour tes conseils avisés sur les protocoles de bioch; Seb, pour ta gentillesse et ton aide, tu es
prét a interrompre tes propres manips pour nous venir en aide; Steph, voleur de place de vélo,

et Oliv’, nageur hors pair, pour I’animation que vous mettez dans cette équipe.



Je tiens également a remercier les collégues des autres equipes: Jerdme pour ta bonne
humeur, Francine pour tes sacrées expressions, Jonathan pour les préts de produits chimiques
et pour avoir toujours pris le temps de répondre a mes questions de bioch’, Arnaud de toujours

te rendre disponible lorsque j’ai une question d’info, David de m’avoir formée a la qPCR...

Lénoch, cher collegue de bureau (que j’ai abandonné lachement pour les derniers mois
de rédac), merci pour ton soutien tant au niveau professionnel que personnel.

Maudinette, tu m’auras manqué cette derniére année de thése, surtout nos petites soirées.

Popo, merci de m’avoir si bien accueilli a Dijon. A peine arrivée au labo, que tu me
tralnais déja en soirée. Contente d’avoir partagé autant de choses avec toi.

Vinc’, merci pour tes plaisanteries et merci de m’avoir fait découvrir la course a pied a
2 h du mat’ (note @ moi-méme : ne jamais renouveler !).

Cannelloni, merci pour ta bonne humeur et ton rire perpétuel quand on te croise.

Hervé, toujours agréable de parler avec toi (science ou autre) et merci pour ton esprit
déjanté.

Les princesses, les « blondasses », les barbies... Bref, merci a vous Justipouf et
Daphnée.

Cécile, merci d’étre une personne aussi sympathique. Et merci pour ta super technique
de remplissage de plaque 384.

Carole, merci d’avoir toujours été 1a et de m’avoir soutenue dans toutes mes décisions.

Alice, merci pour nos soirées vikings et GOT, merci d’avoir testé avec moi tous les
restaurants de Dijon et os€ me trainer boire une bicre pour finir a Sh du mat’...

Merci également & Julie, Luiz, Yuko, Charline, Emilie, Nora et Nass pour les moments
passés ensemble.

Je remercie tous les stagiaires, Antoine (mon p’tit), Jana, Julien, Jordan, Laure et

Camille (x2), d’avoir participé a ces travaux.

Merci a mes colocs, Lolo et Pierre de m’avoir accompagnée et supportée dans les coups
durs. Mr Mourey, tes bons petits desserts vont me manquer. Lolo des fles, merci pour tes

mojitos, pour nos soirées déguisées, pour tout, tout simplement !!

Je tiens également a remercier mes supers triathletes ! Merci a I’équipe D2, de m’avoir
fait vivre des saisons de tri de folie: Axel, coach, qui a toujours été la; Da Roch pour ta bonne

humeur (enfin peut étre pas dans la montée de Crépey...); Ju, d’avoir de plus grosses épaules



gue moi, et surtout pour cette complicité; Adrie, pour tes encouragements sur tous les plans et
pour m’avoir gavée avec tes « je ne sais pas nager... »; Caro, pour ton franc parler et ta volonté;
Popo, de nous avoir apporté du bon chocolat suisse, pour tes expressions particulieres et pour
ta simplicité et Mathilde, la ptiote, de m’avoir remontée le moral dans les coups durs sportifs.

Je remercie également Lau (pour ta présence) et Seb d’avoir essayé en vain de me faire
aimer le vélo, Bruno pour nos soirées, Alex et Bastien pour votre soutien quand je sortais avant
vous de I’entrainement pour aller « arroser mes plantes », Laurence pour nos grandes
discussions, Yannick pour cette saison de bike & run ou nous avons tout déchiré et ta Caro
complétement déjantée !

Merci également a tous les autres, Mélissa, Andréa, Charly, Arthur, Moktard, Toto, Titi,
La Mary, Frangois, La Fred, Pauline, Léa, Agnes et Laurent.

Je remercie aussi mes amies tourangelles de la natation synchronisée (Bérange, Nancy,
Dudu, Jano, Cha, Lulu, Chlo...) et des girondins (Jess et Cha). Merci également a mes amis
tourangeaux et bordelais Lolo, La momo, Pierrick, Rémi, Romain, Arnaud, Fred; Thomeline et

Allan (les australiens) !

Merci a mon frére et Geta de votre attention, vous savez ce que c’est ! Et merci d’avoir
trouvé le moyen de vous marier 1’été de ma rédac en Roumanie. Merci également a ma sceur,
pour ta grande goule et ton réconfort et Ben, pour les bons moments partagés. Et pour finir, un
trés grand merci a mes parents d’avoir toujours été la ! Et comme dirait si bien le pere, passe

ton bac d’abord !






Résumé

L’azote (N) est un facteur majeur limitant la croissance des plantes. Sa disponibilité peut
également avoir un impact sur la résistance des plantes aux agents pathogenes en régulant leur
immunité. Afin de mieux comprendre les liens entre la nutrition azotée et les défenses de la
plante, nous avons analysé 1’impact de la disponibilité en N sur la résistance de Medicago
truncatula a I’agent pathogene racinaire, Aphanomyces euteiches, en prenant en compte la
variabilité génétique de la plante. Cet oomyceéte est considéré comme un des facteurs limitant
le plus la production des légumineuses. Deux conditions de nutrition azotée, non limitante ou
carencée en N, et dix génotypes de M. truncatula ont été testés in vitro. Les résultats ont montré
que la résistance est modulée par les conditions nutritionnelles, dépendament du génotype. Les
analyses d’expression de génes impliqués dans le métabolisme azoté et dans les réponses de
défense ainsi que la quantification des teneurs en acides aminés et des composés métaboliques
secondaires ont montré des réponses différentes selon les génotypes et la condition nutritive.
Elles ont souligné en particulier le réle potentiellement important de la glutamine dans ce
pathosysteme. De plus, nous avons mis en évidence I’importance de I’homéostasie du
monoxyde d’azote (NO) dans la résistance de M. truncatula a A. euteiches et que la disponibilité
en azote impactait I’homéostasie du NO en affectant les niveaux de S-nitrosothiols et 1’activité
de la S-nitrosoglutathion réductase dans les racines. Ces résultats soulignent I’importance du
métabolisme azoté et de son interaction avec le génotype de la plante dans les réactions de

défense chez M. truncatula.

Mots clés: Medicago truncatula, Aphanomyces euteiches, variabilité génétique, nutrition

azoteée, stress biotiques, monoxyde d’azote.



Abstract

Nitrogen (N) is a major limiting factor for plant growth. N availability can also impact
plant resistance to pathogens by regulating plant immunity. To better understand the links
between N nutrition and plant defense, we analyzed the impact of N availability of plant on
Medicago truncatula resistance to the root pathogen, Aphanomyces euteiches, taking into
account plant genetic variability. This oomycete is considered as the most limiting factor for
legume production. Two conditions of N nutrition, non-limiting or deprived in N, and ten plant
genotypes were tested in vitro. The results showed that the resistance is modulated by
nutritional conditions, depending on plant genotype. Analysis of the expression of genes
involved in N metabolism and defense and quantification of different amino-acids contents and
secondary metabolic compounds showed different responses of the genotypes and highlighted
a potential role of glutamine in this pathosystem. Furthermore, our work underlined the
importance of nitric oxide (NO) homeostasis for M. truncatula resistance to A. euteiches and
that N availability impacts NO homeostasis by affecting S-nitrosothiol levels and S-
nitrosoglutathione reductase activity in roots. These studies highlight, therefore, the importance

of N metabolism and its interaction with plant genotype in defense responses in M. truncatula.

Keywords: Medicago truncatula, Aphanomyces euteiches, genetic variability, nitrogen

nutrition, biotic stress, nitric oxide.
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Chapitre 111

Figure 111.1: Plantes sauvage Al7 et mutante B9 de M. truncatula cultivées pendant 5

semaines p.180

Figure 111.2: Architecture racinaire p.180

Figure 111.3: Symptomes d’infection des génotypes A17 et B9 p.182



Conclusions & Perspectives
Figure CP.1: Mesure des teneurs en H2O. 1h aprés inoculation des racines des génotypes A17
et F83005.5 de M. truncatula par les zoospores d’A. euteiches p.208
Figure CP.2: Cinétique d’activation des MAPKs dans les racines des génotypes Al17 et
F83005.5 en réponse a la carence en nitrate et a A. euteiches p.210

Figure CP.3: Tyrosine nitration de la glutamine synthétase p.214
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Introduction générale

Les plantes constituent la majorité des ressources énergétiques dont dépendent
directement ou indirectement les hommes et les animaux. Ce sont les seuls organismes
supérieurs a pouvoir convertir et stocker 1’énergie lumineuse sous forme de glucides, lipides et
protéines. Avec une demande de plus en plus importante, une agriculture intensive s’est mise
en place, correspondant a un systéme de production agricole dont I’objectif est d’optimiser au
maximum la production. Ce mode de production assure un rendement des cultures important,
permettant de nourrir une population mondiale toujours plus nombreuse. Les intrants utilisés
afin d’améliorer le rendement de la culture ont plusieurs fonctions. lls peuvent permettre
d’améliorer la qualit¢ du sol (qualité nutritionnelle, amélioration des propriétés physico-
chimiques) ou ont pour fonction d’éliminer les ravageurs ou les plantes invasives (adventices),

grace a des produits phytosanitaires (fongicides, herbicides, insecticides...).

Des intrants, pour ameéliorer les rendements

Pour pallier les problemes de carence azotée dans les cultures et principalement, pour
augmenter les rendements, les agriculteurs utilisent des intrants agricoles, et particulierement
des engrais azotés. L’utilisation intensive de ces intrants est apparue avec la révolution verte a
partir des années 1960. Dans la derniére moitié du 20°™ siécle, une augmentation importante
des rendements a été rendue possible par I’utilisation de fertilisants azotes, produit
industriellement depuis les années 40 (Evans, 1998). Mais I’utilisation de ces intrants est tres
contestée. D’une part la production de ces engrais a un coit énergétique. En effet, I’obtention
d’engrais azotés par le procédé d’Haber-Bosch se fait & une température de 1000 °C et sous une
pression de 1000 atmospheres. La chaleur et la pression séparent les atomes d’azote (issus du
N2) et attachent un atome d’hydrogene pour former de I’ammoniac. Pour accomplir cette
transformation, des carburants fossiles et du gaz naturel comme source d’hydrogéne sont
nécessaires et en font donc une réaction trés coliteuse en énergie. D’autre part, [’utilisation de
ces engrais n’est pas sans impact sur I’environnement et la santé humaine. En effet, les engrais
azotés utilisés par les cultures se trouvent principalement sous forme de nitrate, qui est trés
mobile dans le sol. Les cultures sont capables d’utiliser seulement 30 a 40 % de 1’azote appliqué
(Raun and Johnson, 1999). Ainsi plus de 60 % de 1’azote du sol est perdu par lessivage,
ruissellement de surface, dénitrification, volatilisation et consommation microbienne. Les
nutriments azotés qui sont perdus peuvent s’accumuler dans un milieu particulier

(eutrophisation) favorisant ainsi la croissance et la prolifération d’espéces capables de les
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assimiler facilement telles que les cyanobactéries ou les algues. Ceci provoque le
développement important de ces espéces, entrainant une hypoxie du milieu aquatique et la mort
des autres organismes (Camargo & Alonso, 2006). L’eutrophisation peut également avoir des
effets indirects sur la santé humaine. En effet, ce processus favorise la production de toxines,
de la famille des microcystines par certaines souches de cyanobactéries, pouvant avoir des effets
cancérigenes chez les animaux et chez I’homme (Zhou et al, 2002; Fan et al, 2014). Dans
I’organisme humain, le nitrate peut étre transformé en monoxyde d’azote (NO) via la réduction
en nitrite par les bactéries commensales. Le NO diffuse dans le sang ou il se fixe a
I’hémoglobine, provoquant la méthémoglobinémie, un empoisonnement du sang suivi d’une
dégénération du foie (Sharma et al, 2013). Ainsi, I’utilisation de ces engrais met en péril la
biodiversité et la santé humaine, en étant responsable de la pollution des sols, des nappes
phréatiques et des cours d’eau.

Une stratégie pour réduire 1’utilisation d’engrais est de promouvoir la culture d’espéces
végétales ayant une bonne efficacité d’utilisation de 1’azote (NUE, nitrogen use efficiency) et
qui de ce fait ont moins besoin d’engrais pour croitre et se développer. La NUE a été définie de
nombreuses manieres (Good et al, 2004), mais la plus simple est le rendement (graine, fruit,
fourrage) par unité d’azote disponible dans le sol. La NUE peut étre décomposée en deux
parties. La premicre est 1’efficacité d’absorption de 1’azote, qui correspond a la capacité de la
plante a extraire 1’azote du sol. La seconde est 1’efficacité d’assimilation et de remobilisation
de I’azote. De nombreuses recherches visent ainsi a identifier les génes majeurs impliqués dans
la. NUE soit par des approches de manipulation d’expression de génes-clé de
transport/assimilation et remobilisation de ’azote soit par des approches génétiques de QTL
(Chardon et al, 2012). Les légumineuses par leur capacité a fixer 1’azote par I’intermédiaire de
la symbiose rhizobienne constituent un énorme potentiel pour le développement d’une
agriculture a bas intrants azotés mais encore largement inexploité jusqu’a présent (Foyer et al,
2016). La gestion de la NUE présente donc un objectif écologique et économique majeur pour

les cultures.

Protection des cultures par les produits phytosanitaires

Par ailleurs, les produits phytosanitaires ont été développés afin de lutter contre les
maladies des plantes. En effet, ’arrivée d’une agriculture intensive a créé des conditions

favorables aux maladies des plantes cultivées en concentrant des populations de végétaux sur
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certaines surfaces et en effectuant des cultures successives de la méme plante sur une méme
sole. Les chiffres permettant d’estimer les dégats dus aux microorganismes pathogenes font
souvent défaut. Ces évaluations doivent prendre en compte les pertes directes au champ ainsi
que les pertes indirectes de rendement qui se manifestent tout au long des filiéres de
commercialisation et des chaines de transformation des productions vegétales. Il est estimé que
les pertes de rendement pré-récolte avoisinent environ 30 % dont environ 10 % sont dus aux

agents pathogeénes (Oerke, 2006).

Des stratégies d’amélioration de la résistance ont été développées pour limiter les dégats
provoqués par les agents pathogeénes: la lutte culturale qui comprend les pratiques de gestion
optimales aidant a prévenir les infestations (ex: la rotation); la lutte physique qui regroupe les
techniques dont le mode d’action primaire ne fait intervenir aucun processus biologique,
biochimique ou toxicologique (ex: enlever manuellement les plants infestés); la lutte génétique
qui permet de sélectionner les variétés naturellement résistantes. Cependant, dans la plupart des
cas, le recours aux produits phytosanitaires se révele comme étant la solution la plus efficace.
On parle alors de lutte chimique. Mais cette stratégie de lutte est de plus en plus contestée de
par ses impacts négatifs sur I’environnement et la santé humaine (Bonnefoy N., Rapport
d’information n°42, Sénat session ordinaire de 2012-2013). En effet, 'impact direct réside
notamment dans la destruction des organismes vivants ciblés ou non par ces produits. Par
exemple, un insecticide, utilis€ pour une espece d’insectes en particulier, entraine également la
destruction d’autres insectes. L’utilisation des produits phytosanitaires contribue a une
destruction de la faune et de la flore locales. Il a pu étre observé par exemple une diminution
de la population d’abeilles suite a la raréfaction de la végétation. Des effets sur la santé humaine
peuvent €galement €tre observés. En effet, I’intoxication par les produits phytosanitaires peut
se faire lors de I’application méme de ces produits, par dégradation de la qualité des eaux de
consommation et/ou par dégradation de la qualité sanitaire de la matiére premiere agricole (des
résidus de ces produits peuvent étre retrouvés dans les fruits et les Iégumes).

Un ensemble de méthodes de protection des végétaux par 1’utilisation de mécanismes
naturels est en plein développement. Il s’agit du biocontrole qui repose sur la gestion des
équilibres des populations de phytopathogénes plutdét que sur leur éradication. Grace a
I’utilisation de microorganismes antagonistes, la lutte biologique permet de combattre les
agents pathogenes mais son efficacité est plutot prouvee contre les ravageurs et reste inférieure
a celle des pesticides dans le cas des microorganismes (Kouassi, 2001). Les stimulateurs des

défenses des plantes sont des produits utilisables dans le cas du biocontrdle. Ces stimulateurs

24

——
| —



Introduction générale

de défenses, appelés éliciteurs et potentialisateurs, activent respectivement de maniere directe
et indirecte les mécanismes de défense de la plante. Le BION® (benzothiadiazole), analogue de
I’acide salicylique, est 1’éliciteur chimique majoritairement commercialisé (Lawton et al,
1996). Plusieurs études ont montré que I’acide B-aminobutyrique (BABA), un acide aminé non
protéique et non synthétisé par les plantes, induisait une protection chez différentes espéces
végetales contre plusieurs types de stress, aussi bien biotiques (Cohen, 2002) qu’abiotiques
(Vijayakumari et al, 2016). Mais a fortes doses, le BABA, comme d’autres éliciteurs de
réactions de défense, peut inhiber la croissance de la plante (Wu et al, 2010). 1l semble donc
important de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans I’induction de résistance afin

d’optimiser 1’utilisation des éliciteurs.

Les conséquences défavorables de I’agriculture intensive ont entrainé 1’essor d’une
agriculture durable qui vise a assurer une production agricole économiquement viable,
socialement équitable et qui ne nuit ni a I’environnement ni a la santé. Parmi les applications
mises en place pour une agriculture durable, la directive nitrates au niveau européen, créée dans
les années 90, a pour objectif de réduire la pollution des eaux par les nitrates d’origine agricole.
D’autre part, limiter les pesticides dans les cultures fait partie de 1’enjeu de 1’agriculture
raisonnée qui autorise I’utilisation de produits phytosanitaires mais de fagon raisonnable,
uniquement s’ils s’averent vraiment indispensables, et privilégie les traitements biologiques.
Cet objectif rentre dans le plan Ecophyto 2025 qui vise a réduire progressivement I’utilisation
des produits phytosanitaires au niveau national tout en maintenant une agriculture

économiquement performante.
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Objectifs du travail

Dans le contexte d’une agriculture a bas intrants, il était intéressant d’étudier si la
limitation en azote avait un impact sur la résistance des plantes aux agents pathogénes. J’ai ainsi
étudié les effets de la nutrition azotée sur les réponses de défense de M. truncatula a A.
euteiches. Nous avons également pris en compte la variabilité génotypique de la plante. Les

expériences ont été réalisées sur un pathosysteme simplifié in vitro.

Cadre du travail

Ce travail a été réalis¢ dans 1’unit¢ mixte de recherche Agroécologie et plus
spéecifiquement au sein du p6le Interaction Plantes-Microorganismes (IPM) dont les recherches
s’inscrivent dans une stratégie globale de réduction des intrants par 1’étude du fonctionnement
et de la gestion des interactions plantes microorganismes. L’équipe « Monoxyde d’azote et
réponses de défense de la plante » du pdle IPM, dans laquelle j’ai réalisé mon travail de thése,
a pour objectif d’appréhender les voies de signalisation cellulaire mobilisées dans les cellules
végétales, au cours d’une interaction avec un microorganisme ou une molécule (effecteur ou
éliciteur), conduisant a 1’expression des réponses de défense de la plante. Dans ce contexte,
I’équipe a démontré que le monoxyde d’azote (NO) était I’un des acteurs des processus de
signalisation cellulaire rapidement mobilisé dans les cellules végétales lors des réponses de
défense (Besson-Bard et al, 2008) et dont I’action est associée a la régulation de génes et la
modification de I’activité de protéines cibles (Jeandroz et al, 2013; Trapet et al, 2015; Rosnoblet
et al, 2016).

Plan du mémoire

Ce mémoire de thése est divisé en cing parties. La premiére partie dresse un inventaire
des matériels et méthodes utilisés pour la réalisation des différentes expériences. Trois chapitres
font suite aux procédés expérimentaux et la derniére partie correspond aux conclusions et

perspectives de ces travaux.
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Le chapitre I concerne 1’étude de I’impact du génotype de la plante sur la résistance a
A. euteiches au cours d’une carence nutritionnelle. Ce chapitre commence par une introduction
bibliographique et se poursuit par une partie résultats. Les premiers résultats présentés sont
issus des expériences sur le génotype modele (Al7) de M. truncatula cultivé in vitro dans
différentes conditions nutritives et montrent que la carence azotée a un effet sur la résistance de
la plante a I’agent pathogéne A. euteiches. Pour la suite des expériences, dix génotypes de M.
truncatula ont été mis en culture sur deux milieux nutritifs différents (complet et carencé en
azote). Ceci nous a permis de montrer que la résistance de M. truncatula a A. euteiches est
modulée par la nutrition azotée et que cette modulation est dépendante du génotype de la plante.
Ces résultats sont présentés sous la forme d’un manuscrit soumis pour publication « Genotypic
variability of nitrogen modulation of Medicago truncatula resistance to Aphanomyces

euteiches ». La partie résultats se termine par des expériences complémentaires.

Le second chapitre concerne 1’étude du réle du NO dans la modulation de la résistance
par la carence azotée. Ce chapitre se décompose comme le précédent, avec en premier lieu une
introduction bibliographique suivie de la partie résultats qui commence directement par ’article
scientifique « Cross-regulation between N metabolism and nitric oxide (NO) signaling during
plant immunity » publié en Avril 2016 dans Frontiers in Plant Science. Nous avons montré,
grace a I’utilisation de racines transformées, que 1’homéostasie du NO est importante pour la
résistance de M. truncatula a A. euteiches et que la disponibilité en nitrate dans le milieu avait
une influence sur cette homéostasie. Une partie « résultats complémentaires » fait suite a cet

article.

Le chapitre 11l correspond & ma contribution sur les travaux initiés par Hoai-Nam
Truong, sur la caractérisation du mutant B9 de M. truncatula. Ce chapitre se divise en deux
parties. La premiére concerne les travaux que j’ai réalisés dans le cadre de cet article et la
seconde présente ’article scientifique « The Medicago truncatula hypermycorrhizal B9 mutant
displays an altered response to phosphate and is more susceptible to Aphanomyces euteiches »
publié dans Plant Cell and Environment. Ce travail, qui entrait dans la thématique des liens
entre nutrition et défense, m’a permis de me familiariser avec le pathosystéme nouvellement

mis au point dans 1’équipe et de contribuer a la publication d’un article (Truong et al, 2015).

La derniére partie de ce manuscrit correspond aux conclusions générales et aux

perspectives de ces travaux.
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Milieu complet ‘ NG ‘Milieu Gln‘ P2 ‘ S@
Concentrations finales (mM)
MgSQs4 (1 M) 3 3 3 3 | -
KNOs (1 M) 0,8 - - 0,8 1]0,8
KCI (1 M) 0,84 1,66 1,66 166| -
Macro- KH2PO4 (1 M) 13 1,3 13 - 113
éléments Ca(NO3)2 (1 M) 1,25 - - 1,25|1,25
CaCl2 (1 M) - 1,25 1,25 - -
MgClz (1 M) - - - - 3
Gln (0,2 M) - - 3 s
Glycine (4 mM) 0,04
o Thiamine HCI (30 uM) 0,0003
V'Ig’(‘)";r(‘es Pyridoxine HCI (49 M) 0,00049
Acide nicotinique (400 uM) 0,004
Myo-inositol (28 mM) 0,278
Na Fe EDTA (2,3 mM) 0,023
K1 (0,45 mM) 0,0045
Micro- MnCl2 4H20 (3 mM) 0,03
éléments | ZnS0O4 7H20 (0,9 mM) 0,0092
100 X H3BOs (2,4 mM) 0,024
CuSO4 5H20 (0,052 mM) 0,00052
Na:Mo0O4 2H,0 (0,9 uM) 0,00001

Tableau MM.1 : Composition des différents milieux nutritifs
Cing milieux nutritifs ont été utilisés pour les expériences: un milieu complet, trois milieux
carences en nitrate (N@), en phosphate (PQ) ou en sulfate (S@) et un milieu ot la source d’azote
était de la glutamine (GIn).
Le pH des milieux est ajusté & 5,5. L’agar utilisé est du Phytagel (Sigma) a 5 g.L L.
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1. Matériel biologique

1.1 Génotypes, germination des graines de M. truncatula et conditions de

culture

Dix génotypes de M. truncatula, issus de la core collection CC8 (INRA Montpellier,
http://www1.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/)  (Jemalong-Al17, F83005.5, DZA045.6,
SA022322, SA028064, SALSES71B, ESP105.L, DZA315.16 et DZA012.J), et R108 ont été
utilisés pour ces travaux.

Concernant la germination, les graines de M. truncatula sont placées dans de I’acide
sulfurique concentré pendant 6 minutes. Elles sont ensuite rincées 3 fois a I’eau distillée puis
stérilisées avec de 1’eau de Javel suivi de 4 nouveaux lavages dans I’eau stérile. Les graines
sont transférées sur milieu gélosé (0,7 % bacto-agar) et conservées une nuit a 1’obscurité en
chambre froide. Le lendemain, les graines sont transférées au phytotron (16h de jour - intensité
lumineuse 380 umol.m2.s™ - & 23 °C et 8h de nuit & 21 °C). Les plantes sont utilisées pour les
expériences apres 1’émergence de la radicule (1 jour apres passage au phytotron).

Une fois germées, les graines sont transférées sur un nouveau milieu nutritif dépendant
de ’expérience réalisée. La composition de ces différents milieux est détaillée dans le tableau
MM.1. Le temps de culture est également dépendant de I’expérience réalisée et sera précisé

pour chaque analyse.

1.2 Conditions de culture de I’oomycéte A. euteiches

La souche A. euteiches Drechs. ATCC 201684 a été utilisée pour 1’inoculation des
racines de M. truncatula. La souche RB84 a également été utilisée pour quelques expériences.
Ces deux souches ont été isolées sur pois. La culture de cet oomycéte est maintenue par des
repiquages successifs (toutes les semaines) sur milieu CMA (Corn Meal Agar, Sigma, 1%
CMA; 1% agar). Pour la production de zoospores, des explants pris directement sur ce milieu
sont repiqués dans le milieu peptone glucose (0,5 % Glucose; 0,25 % extrait de levure; 1,5%
agar). Apres un jour de croissance, le mycélium obtenu est carencé par 3 lavages successifs
(toutes les 2 h) avec de 1’eau de Volvic stérile. Un 4°™ lavage est réalisé avec 30 mL d’eau de

Volvic. Le mycélium est alors conservé toute la nuit a I’obscurité (23°C). Les zoospores sont
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Concentrations
finales

NHsNO3 (1 M) 1mM
CaClz (1 M) 0,9 mM

,I\/,Iacro- MgSO4 (1 M) 0,5mM

elements |\ 11,60, (1 M) 0,7 mM
Na;HPO4 (1 M) 0,4 mM
Citrate de fer (111) ammoniacal (20 mM) 20 uM
CuSO4 (1 mg.mlY)

_ ZnCl, (1 mg.ml?)

A0 | HsBOs (1 mg.mi) 100 pg.L*
NazMoO4 (1 mg.ml™?)
MnCl, (1 mg.ml?)

Tableau MM.2 : Composition du milieu Fahraeus
Le pH du milieu est ajusté a 7,5 et I’agar (Kalys) esta 13 g.L .
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récoltées le lendemain et leur concentration est déterminée a I’aide d’une cellule de Malassez,

et ajustée a environ 10° zoospores.mL™ (avec de 1’eau de Volvic).

1.3 Inoculation de M. truncatula par A. euteiches

Pour les expériences ou les zoospores d’A. euteiches sont utilisés pour 1’infection
(présence de 1’agent pathogéne pendant 3 & 21 jours), les graines germees (1 jour) de M.
truncatula sont repiquées sur un milieu solide et infectées avec une moyenne de 10°
zoospores.mL? (500 zoospores/plantes). Dans le cas des expériences d’élicitation avec le
BABA, les plantes sont repiquées au bout d’un jour sur milieu solide contenant 200 uM de
BABA et sont infectées 1 jour apres. Les plantes sont cultivées au phytotron pendant 3 jours a
3 semaines dans les mémes conditions que ci-dessus. Pour ces expériences, 5 plantes sont
déposées par bofte et ceci est répété 4 fois pour une méme condition, soit une moyenne de 20
plantes pour une condition.

Pour les expériences ou les zoospores d’A. euteiches sont utilisées pour infecter les
racines transformées de M. truncatula, une suspension de 10 mL de zoospores d’A. euteiches,
contenant 80 000 zoospores.mL* dans de 1’eau de Volvic, est ajoutée aux racines transformées
repiquées 1 jour au préalable sur milieu Fahraeus (Tableau MM.2). Aprés 4 h d’incubation a
’obscurité a 23°C, la solution de zoospores est retirée et les racines sont incubées 1 semaine a
I’obscurité a 23°C.

2. Transformation des racines de M. truncatula par

Agrobacterium rhizogenes

Le vecteur pENTR4 portant le fragment MtNIAL1 ou MtNIA2 (Horchani et al, 2011) a
été recombiné avec le vecteur pK7GWIWG2D (Karimi et al, 2002) en utilisant I’enzyme LR
clonase Il (Invitrogen, France) afin de créer des vecteurs ARN interférence. Le gene MtGSNOR
(Medtr7g099040) a été amplifié en utilisant I’ADNc de M. truncatula comme matrice et grace
aux amorces spécifiques 5’-AAAAAGCAGGCTTCACCATGGCATCGTCGACTGAAGGT-
3> (GSNOR-forward) et 5-AGAAAGCTGGGTGTCAATGCAATGCAAGCACAC-3’

(GSNOR-reverse) contenant les sites de recombinaison attB correspondants. Le gene Hmp a
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Figure MM.1: Vecteurs utilisés pour la transformation de M. truncatula
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¢été amplifié a partir d’ADN génomique de Sinorhizobium meliloti avec les amorces spécifiques
a76F et a76R (del Giudice et al, 2011; produit PCR fournit par A. Boscari). Les produits PCR
ont été recombinés dans le vecteur d’entrée pDONR (Invitrogen) et vérifiés par s€équengage. Le
vecteur pPDONR portant le géne d’intérét, MtGSNOR ou Hmp, a été recombiné avec le plasmide
pK7WG2d (Karimi et al, 2002) afin de créer un vecteur surexprimant le géne. Ces vecteurs ont
ensuite éte utilisés pour transformer les racines de M. truncatula (Figure MM.1).

La transformation des racines de M. truncatula par Agrobacterium rhizogenes a été
réalisée selon le protocole Boisson-Dernier et al, 2001. La souche Arqua I d’A. rhizogenes
(Quandt et al, 1993) contenant les vecteurs binaires (pK7GWIGW2D-MtNR1-2/GFP
(RNAIi::MtNIA1/2) et pK7TWG2d-MtGSNOR/GFP (35S::GSNOR)) a été utilisée pour réaliser
la transformation des racines de M. truncatula. Les plantes contréles ont été transformées par
A. rhizogenes contenant le vecteur vide pK7GWIGW2D ou pK7WG2d.

Les plantes sont mises a germer pendant 4 jours. Les racines sont coupées pour garder une
longueur d’environ 1 cm et la zone sectionnée est inoculée par les bactéries. Les plantes sont
alors transférées sur milieu Fahraeus (Tableau MM.2) + 1 mM d’ammonitrate (NHsNO3)
(Boisson-Dernier et al, 2001 et communication personnelle N. Pauly) contenant 20 pg.mL™* de
kanamycine. Les plantes sont alors conservées pendant une semaine en chambre climatique a
20°C afin d’optimiser I’infection, puis la température est augmentée (25°C), afin de favoriser
I’élongation racinaire. Une semaine apres, les racines transformées sont sélectionnées a la
loupe, gréace a la fluorescence de la GFP. Seules les racines émettant de la fluorescence sont
conservées et repiquées sur milieu Shb10 (Tableau MM.3) contenant 20 pg.mL? de
kanamycine et 200 pg.mL? d’augmentin afin de stopper la croissance des bactéries. Les

cultures de racines sont conservées a 1’abri de la lumiére.
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Macro-
éléments
20 X

Micro-
éléments
100 X

Vitamines
100 X

FeEDTA
100 X

Concentrations

finales
KH2PO4 (0,05 M) 2,5mM
NHsNO3 (0,05 M) 2,5mM
KNOs (0,45 M) 22,5 mM
MgSO; (0,03 M) 1,5mM
CaClz (0,03 M) 1,5 mM
MnSQO;4 (6,62 mM) 66,2 UM
CuSO4 (0,08 mM) 0,8 uM
ZnS0; (0,34 mM) 3,4 uM
K1 (0,6 mM) 6 uM
H3BOz (8,09 mM) 80,9 UM
Na:MoOj4 (0,04 mM) 0,4 uM
CoCl; (0,08 mM) 0,8 uM
Thiamine HCI (1,48 mM) 14,8 uM
Pyridoxine HCI (0,24 mM) 2,4 UM
Acide nicotinique (4,06 mM) 40,6 uM
Myo-inositol (28 mM) 6 uM
FeSO4 (10 mM) 55 UM
Na;EDTA (8 mM) 44 pM

Tableau MM.3 : Composition du milieu Shb10

Le pH du milieu est ajusté a 6 et I’agar (Kalys) est a 14 g.L™.
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3. Annotation des symptomes et architecture racinaire

Une annotation des symptomes est réalisée entre 10 jours et 3 semaines apres infection
par A. euteiches. Les symptdmes mesurés sont les pourcentages de cotylédons jaunes, de
brunissement de la tige et de plantes mortes (Bonhomme et al, 2014), généralement a 3
semaines et le pourcentage de brunissement de la racine principale a 10 jours apres inoculation.
De plus, le stade de développement de la plante est également noté au bout de 3 semaines
(nombre de cotylédons, de feuilles monofoliées et trifoliees).

Une analyse de I’architecture racinaire est réalisée a 10 jours grace au logiciel Image J
(http://imagej.nih.gov/ij/). Les parametres suivants sont mesurés: taille de la racine primaire,
nombre/densité et taille des racines secondaires.

A partir de 21 jours, les plantes sont récoltées et une mesure la biomasse racinaire et

aérienne est réalisée.

4. Détection d’A. euteiches par test ELISA

Les racines infectées sont prélevées au bout de 18-21 jours et broyées dans du tampon
Mc Ilvaine (500 pL pour 100 mg de matiere fraiche; 22,75 mM d’acide citrique; 154,5 mM de
Na;HPOg; pH 6,8). Aprés 15 min de centrifugation a 20 000 g a 4°C, I’extrait protéique est
dilué au 5°™ dans du tampon carbonate de sodium (50 mM; pH 9,2). Le développement d’A.
euteiches dans les racines est estimé par test ELISA grace a un sérum polyclonal de lapin dirigé
contre A. euteiches et a un anticorps secondaire de souris, anti-lapin, conjugué a la phosphatase
alcaline comme décrit par (Slezack et al, 1999). Ce test est réalisé sur les extraits protéiques
obtenus a partir d’un pool de racines (2 a 3 racines pour une condition et ceci répété au moins
4 a 8 fois). L’activité de la phosphatase alcaline est mesurée par une augmentation de
I’absorbance a 405 nm pendant 2-3 h (Phosphatase substrate, P4744-1G Sigma) et rapportée a

la quantité de matiére fraiche.
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5. Quantification des différents composeés

5.1 Mesure des concentrations en nitrate et azote total

Le protocole de mesure des concentrations en nitrate est basé sur la réduction du nitrate
en nitrite par le vanadium (Miranda et al, 2001). La détection colorimétrique des nitrites se fait
a 540 nm en présence de sulfanilamide et de N-1-naphtylethylenediamine (NNED). Environ
100 mg de racines, cultivées in vitro, sur milieux complet ou N@, entre 3 et 21 jours, sont
collectées et broyées dans 1’azote liquide. Du tampon acétate (45 mM; pH 5) est ajouté aux
échantillons a raison de 500 pL pour 20 mg de matiére fraiche puis les échantillons sont
vortexés. Apres 15 min dans la glace, accompagnée de vortex occasionnels, les échantillons
sont centrifugés 15 min a 13 000 g a 4°C. Le surnageant récupéré est utilisé pour la
détermination des concentrations en nitrate. 1l est dilué au 5°™ et le volume est ajusté & 100 pL
avec de I’eau. La réaction est déclenchée par ajout de 100 pL de réactif (200 mL HCL 0,5 M;
0,5 g de chlorure de Vanadium; 0,2 g sulfanilamide et 0,01 g de NNED). Les échantillons sont
alors placés a 60 °C pendant 2 h et ’absorbance est lue a 540 nm et comparée a celle d’une

gamme étalon de nitrate.

Le contenu en azote total a été détermine par la méthode Dumas (Allen et al, 1974),
basée sur la combustion totale des échantillons grace a un courant d’hélium enrichi par une
quantité déterminée d’oxygeéne pur. Les gaz produits sont alors réduits par du cuivre puis
desséchés; le CO: est piégé. L’azote est ensuite quantifié a partir de 1’analyseur ThermoQuest
C/N NC 2500 (Thermo Scientific, Courtaboeuf, France), en utilisant approximativement 5 mg
de matiere seche des parties aériennes.

5.2 Mesure des concentrations en phosphate

Le réactif BIOMOL GREEN™ (Enzo Life Sciences, BML-AK111-0250) est utilisé
pour mesurer les concentrations en phosphate. En présence de phosphate inorganique, il permet
la formation d’un complexe absorbant a 620 nm. Environ 100 mg de racines, cultivées in vitro,
sur milieux complet ou limitant en phosphate, entre 3 et 21 jours, sont collectées et broyées

dans I’azote liquide. Du tampon acétate (45 mM; pH 5) est ajouté aux échantillons a raison de
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300 pL pour 20 mg de matiere fraiche racinaire (ou 500 pL pour 20 mg de matiere fraiche
folaire) puis les échantillons sont vortexés. Apres une incubation de 15 min dans la glace,
accompagnee de vortex occasionnels, les échantillons sont centrifugés 15 min a 13 000 g a 4°C.
Le surnageant récuperé est utilisé pour la détermination des concentrations en phosphates
solubles. Entre 5 et 20 puL d’extrait (éventuellement dilué au 5°™ dans du tampon acétate)
complétés a 50 pL final avec du tampon acétate sont utilisés pour le dosage. Le réactif BIOMOL
GREEN™ (100 pL) est alors ajouté a cette dilution. Les échantillons sont alors laissés pendant
30 min a température ambiante. L’absorbance est lue a 650 nm et comparée a celle d’une

gamme étalon de phosphate.

5.3 Mesure des concentrations en composes phénoliques solubles

La quantification des composés phénoliques solubles a été réalisée selon le protocole de
Djébali et al, (2011). Les racines de M. truncatula sont broyées dans 1’azote liquide. Les
échantillons (100 mg) sont repris dans 500 puL de méthanol aqueux (80 %) pendant 5 min a
température ambiante dans un tube Eppendorf fermé. Aprés centrifugation 2 min a 10 000 g, le
surnageant est transvasé dans un tube propre et le culot est de nouveau repris dans 500 pL de
méthanol aqueux (80 %). Aprés 5 min d’incubation et 5 min de centrifugation a 10 000 g, le
surnageant est récupéré et ajouté dans le méme tube que le 1* surnageant. Le surnageant (1 mL)
est séché au SpeedVac et le résidu sec est repris dans 500 pL de méthanol 50 %. Les échantillons
sont directement utilisés pour déterminer les composés phénoliques solubles ou stockés a —
20°C.

Le réactif de Folin-Ciocalteu permet de doser les composés phénoliques. Cette méthode
est basée sur la réduction du phospho-molybdéne et du phospho-tungstate présents dans le
réactif de Folin-Ciocalteu. Pour le dosage, on ajoute 500 pL de réactif de Folin dilué 10 fois a
100 puL d’échantillon. Aprés 3 min, on ajoute 400 pL de carbonate de sodium (75 g.L%) et on
laisse incuber 1 h a température ambiante. La lecture est faite a 760 nm et la teneur en composés
phénoliques est déterminée selon une courbe étalon réalisée avec différentes quantités en acide

férulique (de 1 a 30 ug).
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5.4 Mesure des concentrations en acides aminés

La quantification des concentrations en acides aminés a été réalisée au sein de la
plateforme Plateau de profilage métabolique et métabolomique (P2M2) au Centre de Recherche
Angers-Nantes BIA. Les plantes ont été cultivées pendant 10 jours sur milieux complet ou N&@
et infectées ou non par A. euteiches. L’extraction est basée sur le mélange méthanol-
chloroforme-eau selon la procédure suivante: 10 mg de matiére séche ont été resuspendus dans
400 pL de méthanol contenant 100 uM de la solution acide pL-3-aminobutyrique. Les
suspensions sont agitées pendant 15 min a température ambiante et 200 pL de chloroforme sont
alors ajoutés suivie de 5 min d’agitation. Enfin, 400 pL d’eau sont ajoutés aux échantillons qui
sont vortexés. La phase de séparation est induite par centrifugation de 5 min a 13 000 g. La
phase supérieure, contenant entre autres les acides aminés, est transférée dans un tube propre et
utilisée pour I’analyse. Les échantillons (50 puL) sont séchés sous vide. Les résidus secs sont
alors resuspendus dans 50 pL d’eau ultrapure et 10 pL sont utilisés pour la dérivatisation grace
au kit AccQ-Tag Ultra derivatization (Waters, Milford, MA, USA). Les acides aminés
dérivatisés sont analysés par UPLC-DAD (Ultra Performance Liquid Chromatography — Diode
Array Detector) (Waters) selon (Jubault et al, 2008).

6. Mesure des activités enzymatiques

6.1 Nitrate réductase

La nitrate réductase (NR) réduit le nitrate en nitrite qui développe une coloration rose
par réaction avec le N-naphtylethylendiamine dihydrochloride (NNED) en milieu acide. La
mesure de I’activité NR a été réalisée sur les racines transformées. Celles-ci sont broyées dans
I’azote liquide. L’ extraction a été réalisée dans le tampon MOPS (1 mL pour 100 mg de maticre
fraiche ; 50 MM MOPS-KOH, pH 7,6 ; 5 mM NaF ; 1 uM Na;MoOs ; 10 uM FAD ; 1 uM
leupeptine ; 0,2 g/g matiere fraiche polyvinylpolypyrrolidone ; 2 mM B-mercaptoéthanol ; 5
mM EDTA). Apres 5 min de centrifugation a 20 000 g a 4°C, le surnageant est utilisé pour
mesurer 1’activité NR. La solution suivante est ajoutée aux échantillons (90 puL pour 10 pL
d’échantillon): 50 mM MOPS-KOH, pH 7,6 ; contenant 1 mM NaF, 10 mM KNOs, 0,17 mM
NADH et 5 mM EDTA. Aprés 15 min d’incubation a 30 °C, la réaction est stoppée par ajout
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de 100 pL de sulfanilamide (1 % w/v dans 3 N HCI) puis de 100 puL de NNED (0,02%, w/v) et
I’absorbance est lue a 540 nm. L’activité NR est estimée selon une courbe étalon faite avec

différentes concentrations de nitrite.

6.2 GSNO réductase

Le dosage de I’activité¢ GSNO réductase (GSNOR) présente dans les racines de plantules
ou dans les cultures de racines est basé sur la capacité de cette enzyme a réduire le GSNO en
glutathion oxydé (GSSG) par oxydation du NADH. Aprés broyage dans l'azote liquide, les
protéines sont extraites dans 50 mM de tampon Tris-HCI, pH 8 ; 0,5 mM EDTA et 1 mg.mL™*
de cocktail inhibiteur de protéase (sc-29131, Santa Cruz Biotechnology) (1 mL de tampon pour
100 mg de maticre fraiche). L activité GSNOR est déterminée grace a 1’oxydation du NADH
en présence de GSNO, par la mesure de la diminution de 1’absorbance a 340 nm a 25 °C en
utilisant 25 pg de protéines dans un volume total de 200 uL de tampon d’extraction contenant
350 uM de NADH avec ou non 350 uM de GSNO. L’activit¢ GSNOR est déterminée en
soustrayant les valeurs de 1’oxydation du NADH en absence de GSNO aux valeurs en présence
de GSNO. L’activité GSNOR est alors estimée selon la courbe étalon obtenue en mesurant

I’absorbance de différentes concentrations de NADH.

7. Quantification des formes actives de I’oxygéne et de

I’azote

7.1 Peroxyde d’hydrogéne (H20,)

La concentration en H20; a été mesurée en utilisant la sonde fluorescente Amplex Red®
couplée a la peroxidase (Ashtamker et al, 2007). Pour cela, le génotype A17 a été cultivé in
vitro pendant 7 jours sur milieu complet ou N@ en présence ou non d’A. euteiches avec les
racines a I’abri de la lumiere. Les racines ont été broyées dans la glace, a I’obscurité, dans 1 mL
de tampon KRPG (145 mM NaCl ; 5,7 mM K;HPO;s ; 4,86 mM KCI ; 0,54 mM CaCl; ; 1,22
mM MgSO;, ; 5,5 mM glucose ; pH 7,35) avec 10 uM d’Amplex Red® et 0,2 U.mL™? de
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peroxidase (Horse Radish Peroxidase HRP) pour 100 mg de matiere fraiche. La catalase, qui
catalyse la dismutation de I'H202 en H20 et Oz, a été utilisee comme contrdle. Pour cela, les
échantillons ont été broyés avec le méme tampon mais sans Amplex Red® et avec 1 U.uL? de
catalase a la place. L’Amplex Red® est alors ajoutée 10 min aprés. Une fois broyés, les
échantillons sont centrifugés 15 min a 10 000 g a 4 °C et 100 pL de surnageant est utilisé pour
quantifier au spectrofluorimétre (Mithras, Berthold Technology) la résorufine (Aex = 560 nm ;
dem = 584 nm) issue de la réaction de I’Amplex Red® avec le H2O,. Les unités relatives de
fluorescence ont été converties en umol d’H2O2 par mg de matiére fraiche sur la base d’une

courbe étalon réalisée avec différentes concentrations d’H,0O».

7.2 Monoxyde d’azote (NO) et peroxynitrite (ONOQO")

Les concentrations de NO et d’ONOO" ont été déterminées sur les racines du génotype
AL17 cultivé in vitro pendant 7 jours sur milieu complet ou N@ en présence ou non d’A. euteiches
et les racines a I’abri de la lumiére ou sur les racines transformées. Pour cela, 100 mg de racines
ont été broyées dans la glace a 1’obscurité dans le tampon Tris-HCI (10 mM, pH 7,5), KCI (10
mM) avec 5 uM d’aminophenyl fluorescéine (APF) pour doser ONOO™ ou 10 uM de 4,5-
diaminoflurescéine (DAF) pour doser le NO. L’épicatéchine, « piégeur » d’ONOO-, et le
CPTIO, « piégeur » de NO, ont été utilisés comme contrdle. Aprés 10 min d’incubation a 4 °C
avec 1 mM d’épicatéchine ou 500 uM de cPTIO, I’ APF ou le DAF a été ajouté aux échantillons
a une concentration finale de 5 UM et 10 uM, respectivement.

Aprés 15 min de centrifugation a 10 000 g a 4 °C, 100 pL de surnageant est utilisé pour
quantifier ’ONOQO™ ou le NO (Aex = 485 nm ; Aem = 535 nm) au spectrofluorimétre (Mithras,
Berthold Technology).

7.3 S-nitrosothiols (SNO)

La quantification des SNO a été réalisée, sur les racines du génotype A17 cultivé in vitro
pendant 7 jours sur milieu complet ou N@ en présence ou non d’A. euteiches avec les racines a
I’abri de la lumiére ou sur les racines transformées, en utilisant la méthode de Saville-Griess
(Gow et al, 2007). 11 s’agit d’une méthode indirecte basée sur la détection des nitrites. La

réaction de Saville permet de lyser les liaisons S-NO par ajout de chlorure de mercure en milieu
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acide libérant les nitrites. Ces derniers réagiront avec le sulfanilamide produisant un ion
diazonium qui formera un composé coloré apres réaction avec du NNED, il s’agit de la réaction
de Griess. Les racines sont broyées dans la glace a 1’obscurité dans le tampon d’extraction (0, 1
M Tris-HCI, pH 7.5 ; 1 mM PMSF) a raison d’1 mL pour 100 mg de matiére fraiche. Aprés 15
min de centrifugation a 10 000 g a 4 °C, 100 pL de surnageant est incubé avec 100 pL de
solution A (0,5 M HCI ; 1 % sulfanilamide) ou 100 pL de solution B (0,5 M HCI ; 1 %
sulfanilamide et 0,2 % HgCl>). Aprés 15 min d’incubation a température ambiante, 100 uL de
réactif de Griess (0,5 M HCI ; 0,02 % N-(1-naphtyl)-etylenediamine dihydrochloride) sont
ajoutés aux échantillons. Aprés 15 min d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est
mesurée a 540 nm. La différence d’absorbance entre la solution B et la solution A est calculée.
La concentration en SNOs est alors estimée a partir de cette différence d’absorbance selon la

courbe étalon obtenue en utilisant différentes concentrations de GSNO.

8. Immunodétection des protéines

L’immunodétection des protéines est réalisée a partir de racines de plantes cultivées
pendant 7 jours sur milieu complet ou N@ en présence ou non d’A. euteiches. Les racines sont
broyées dans 1’azote liquide et 200 pL de tampon d’extraction de protéines sont ajoutés pour
100 mg de broyat (50 mM HEPES pH 7.4; 100 MM NaCl; 1 mM DTT; 4 mM EGTA; 2 mM
MgCI2; 1 mM cocktail inhibiteur de protéase (Sigma); 100 uM NasVOs; 50 mM 2-
glycerophosphate). Les extraits sont incubés 15 min dans la glace et aprés 20 min de
centrifugation a 20 800 g a 4 °C, le surnageant est récupéré et les protéines sont dosées selon la
méthode de Bradford a I’aide d’une gamme étalon établie a partir de la sérum albumine bovine
(BSA). Par la suite, 15 g de protéines sont dénaturées a 95 °C pendant 5 min en présence de
Laemmli 1 X. Celles-ci sont déposées sur un gel SDS-PAGE 10 % polyacrylamide en
conditions dénaturantes (150 V, 1 h). Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane
de nitrocellulose par transfert semi-sec (15 V, 30 min) ou liquide (80 V, 1 h) (tampon de
transfert : 192 mM glycine; 25 mM Tris pH8,3; 20 % MeOH). Une coloration au rouge Ponceau
(0,5 % rouge Ponceau; 1 % acide acétique) est effectuée pour évaluer la quantité de protéines.
La membrane est saturée a 1’aide d’une solution de TBS-Tween (Tris-HCI pH 7,4; 150 mM
NaCl; 5mM EGTA; 0,1 % Tween 20) et 2 % lait en poudre, une nuit a 4 °C sous faible agitation.

Les protéines tyrosine-nitrées sont révélées par un anticorps primaire de souris anti-

nitrotyrosine (10006966; Cayman Chemical Company) (1 h; dilué au 10 000°™). La membrane
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est ensuite lavée et incubée avec 1’anticorps secondaire anti-souris couplé a I’HRP (7076S;
BioRad) dirigé contre 1’anticorps primaire (1 h; dilué au 20 000°™).

La glutamine synthétase est révélée par un anticorps primaire de lapin (AS08295;
Agrisera) ciblé contre les deux isoformes de la GS (1 h; dilué au 10 000éme). La membrane est
lavée puis incubée avec un anticorps anti-lapin couplé a ’HRP (7074S; BioRad) dirigé contre
I’anticorps primaire (1 h; dilué¢ au 20 000°™®),

Le western blot est révélé a ’aide du kit de chimiluminescence LumiGLO (Cell

signaling).

9. Analyses de ’expression de génes

9.1 Extraction d’ARN et synthese d’ADNc¢

Les ARN sont extraits en utilisant le TRIzol® (Life Technologies) comme réactif, selon
les recommandations du fabricant. Cette extraction est réalisée sur les plantes cultivées in vitro
pendant 1 a 3 semaines sur les différents milieux nutritifs ou sur les racines transformées. Le
TRIzol est ajouté aux échantillons congelés et broyés a raison de 500 puL pour 100 mg de
matériel biologique. Du 1-bromo-3-chloropropane est ensuite ajouté aux échantillons (50 pL
pour 500 puL de TRIzol). La phase aqueuse est récupérée apres 15 min de centrifugation a 11 200
g & 4 °C et les ARN sont précipités avec 250 pL d’isopropanol. Aprés une seconde
centrifugation de 10 min a 11 200 g a 4°C, le surnageant est éliminé et le culot d’ARN lavé
avec 500 pL d’éthanol 75 %. Les échantillons sont de nouveau centrifugés (5 min, 11 200 g, 4
°C), le surnageant est ¢liminé et le culot séché. Les ARN sont élués dans de I’eau exempte de
nucléases. Apres 10 min d’incubation a 65 °C, les échantillons sont placés 1 h a - 20°C. Une
derniére centrifugation est réalisée (10 min, 11 200 g, 4 °C) et le surnageant, contenant les
ARN, est transvasé dans un tube propre. L’intégrité des ARN est vérifiée par €lectrophorése
sur gel d’agarose 1 %. Les ARN sont ensuite dosés par spectrophotométrie UV a 1’aide d’un

Nanodrop (Thermo Fischer).
Les ADNc sont synthétisés a partir de 1 ug d’ARN totaux a 1’aide de la reverse

transcriptase M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) (Promega). Apres dénaturation des

ARN par chauffage a 70°C pendant 5 min en présence de 250 ng.uL? d’oligod(T):s et de
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RNasine® Plus (40 U.uL™), la solution suivante est ajoutée : tampon de réaction 5X M-MLV ;
0,5 mM dNTP ; 25 U.uL? RNasin® (Promega) ; 200 U.uLt M-MLV Reverse Transcriptase
dans un volume final de 20 uL. On effectue ensuite une série d’incubations : 10 min a 25 °C;

60 min a 42 °C et 15 mina 70 °C.

9.2 Analyse de I’accumulation des transcrits par PCR quantitative en temps

réel

Les PCR quantitatives (qPCR) sont réalisées a 1’aide du kit GoTaq qPCR Master Mix
et de I’appareil ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Selon les expériences,
les gPCR sont réalisées soit en plaque 96 soit en plaque 384 puits. Les réactions sont réalisées

dans un volume final de 15 pL pour les plaques 96 et de 5 pL pour les plaques 384.

Plaque 96 puits | Plague 384 puits
SYBR Green de type BRYT Green®
(GoTag gPCR Master Mix, Promega) 7,5 uL 2,5 uL
Amorces (Forward et Reverse) 10 uM 0,15 pL 0,25 pL
H.O 2,35 uL 0,25 uL
ADNCc (dilués 60 fois) 5uL 2 uL

L’amplification PCR est réalisée selon le programme suivant : une premiére étape de
dénaturation (95 °C ; 2 min), 40 cycles composés d’une étape de dénaturation (95 °C ; 15 s) et
d’une étape d’hybridation/élongation (60 °C ; 60 s). Les genes MtEF1 et MtUBQ sont utilisés
comme génes de référence pour normaliser les valeurs obtenues pour les génes candidats, mais
seuls les profils d’expression relatifs a EF1 sont montrés. Les amorces spécifiques des genes
(efficacité 80-100 %) utilisées dans ces travaux sont récapitulées dans le tableau MM.4. Les
niveaux d’expression sont calculés en réalisant le ACt entre le géne candidat et le géne de
référence (ACtgene candidat — gene de référence). POUr le chapitre I, la moyenne des Ct du géne MtEF1
dans toutes les expériences est égale a 15 cycles. Comme le nombre total de cycles d’une
analyse gPCR est de 40, un géne est considéré comme exprimé si ACtgene candidat — gene de référence
est superieur ou égal a 25. Ainsi, I’expression des génes est quantifiée a partir de la formule
suivante : 25-ACtgene candidat — gene de reférence, qui est d’autant plus élevée que le géne est exprimé.

Pour le chapitre 11, les expressions relatives ont été exprimées par 2-2Ctgéne candidat - géne de référence
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Sequence (5'-3")

Gene (Mt4.0) Gene description Forward Reverse
Medtr6g021805.1 | MtEF1, Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 AAGCTAGGAGGTATTGACAAG ACTGTGCAGTAGTACTTGGTG
AeTUB, Tubulin (Rey et al, 2013) TGTCGACCCACTCCTTGTTG TCGTGAGGGACGAGATGACT
AeCRN13, Crinkler family (Ramirez et al, 2015) TTATTGCTGTGCCAAATCAG GATATTGTATCTTGCGGTGAC
Medtr3g073180 | MtNIAL, Nitrate reductase 1 TGTTCCACAGGCTTCTCCAGATACA |CATACAGCGTCGTACTCAGCGACA
Medtr5g059820 | MtNIA2, Nitrate reductase 2 GCAAACCGGACGGAGGATGA CCGTGATGAATCCCACACTATATTCC
Medtr4g057890 | MtNRT2.1, Nitrate transporter 2 family AAATACAACTCCTACCCACTAG CAATATTAACTTATTAAAGCATGGG
Medtr8g069775.1 | MtNRT2.3, Nitrate transporter 2 family CAGCAGCACCACTTGTTCCTATAAT |GCAACACCGGCATTTCCT
Medtr1g106420.1 | MtLBD38, Lateral organ boundaries domain-containing protein 38 | GTTGACGGCACTCCCTGAT CAACGTGGAAGACTCCGATT
Medtr6g071070.1 | MtGS1a, Glutamine synthetase 1a GTGTTCTTCTTCTTCCTTCAC GGTGTAAACATCACAAATCAC
Medtr3g065250.1 | MtGS1b, Glutamine synthetase 1b ATAAGCCACCACGCTACTTC AACCATAACAAGGACTCAGATC
Medtr2g021255.1 | MtGS2a, Glutamine synthetase 2a TCACTTGAACCCATTTCCTAAG CCAGAGTGACTGCCATTAC
Medtr3g021430.1 | MtCOMT1, Chalcone-O-Methyltransferase TGTTGGTTGATGTGGGTGGT ACCTGGATAATCTGGAGCGT
Medtr3g018930.1 | MtCCNBS, atCc-nbs-Irr resistance protein AGGTGGCTGCTGGCACTCCT AGGCTGATCAGGGAGGAAGGCA
Medtr4g120970 | MtPR10, Pathogenesis-related protein 10 AGCGAAATTGGTTGAAGGCT ATCTCCTTTGGTTTGGTATTTAACT
Medtr7g101425.1 | MtPAL1, Phenylalanine ammonia-lyase AACGGTGCTCCTCTTCCAAT GGACACACATTAGCAATACCATAAA
Medtr5g098720.1 | MtPAL2, Phenylalanine ammonia-lyase CCCATCCCAATATGATCTGC GCCATCTTTTCCACACATGA
Medtr3g083920.1 | MtCHS1, Chalcone synthase GGTCACCTTCGAGAAGCAGG AGACAAGGCCAGGAACATCC
MtCHS2, Chalcone synthase (Badis et al, 2015) TGTGCAGTCCAAACCATCTCA TGGCTCTGACCCAATACCAG
Medtr5g024020.1 | MtLOX, Lipoxygenase GCCCTATACTTTGCTTCATCG TCATCCCACAAGCATCATACA
Medtr7g099040.1 | MtGSNOR, S-nitrosoglutathion reductase GTGACTGGGCGTGTATGGAA TGCAAGCACACAACGAAGAC
SmHmp, haemoglobin AGGCTTCACCATGCTCACTC TGAGCCTGAAACATCCGCTT

Tableau MM.4 : Liste des primers utilisés en gPCR

L’efficacité de chaque primer a été testée. Les primers utilisés ont une efficacité supérieure a 80 % en gPCR.

—
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10. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant les logiciels XLSTAT et R. Tous
les paramétres mesurés ont été analysés en utilisant le test ANOVA sur le logiciel XLSTAT
suivi d’un test de Fisher. Seulement les différences significatives avec p < 0,05 majoritairement
(ou p < 0,1) ont été considérées.

Les analyses en composante principales (ACP) et un test de Monte Carlo ont été réalises
sur R en utilisant le logiciel ade4TkGUI, afin d’intégrer les différents parameétres
développementaux et de sensibilité a A. euteiches mesurés.
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immunitaire
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Figure 1.1: Evénements aboutissant a la réponse immunitaire de la plante lors de I'interaction avec

des agents pathogénes
Lors d’une attaque par un agent pathogene, les PAMP (pathogen-associated molecular patterns) et/ou les
DAMP (damage-associated molecular patterns) activent les récepteurs PRR (pattern recognition receptors)
de la plante qui initient une voie de signalisation conduisant a un premier niveau de réponse immunitaire
appelée PTI (PAMP-triggered immunity). Certains agents pathogénes ont acquis la capacité de produire des
effecteurs, capables d’inhiber la PTI, conduisant a ’ETS (effector-triggered susceptibility). A leur tour, les
plantes ont acquis la capacité de produire des récepteurs, les protéines R, capables de reconnaitre ces
effecteurs et d’activer une cascade de signalisation dans la plante, qui se met en place par I’intermédiaire de
messagers secondaires et qui va aboutir a I’expression des défenses entrainant un deuxiéme niveau de
réponse immunitaire de la plante, cette réponse immunitaire secondaire est appelée ETI (effector-triggered
immunity). La plupart des réponses de défense activéees lors de la PT1 et de ’ETI sont communes aux deux
formes d’immunité. Cependant, les défenses activées pendant I’ET1 sont généralement considérées comme

plus rapides et amplifiées par rapport a celles activées pendant la PT1 (Jones et Dangl, 2006).
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1. Introduction : données bibliographiques

1.1 Interaction plantes-microorganismes pathogenes

Dans leur environnement, les plantes sont en contact permanent avec des
microorganismes pathogénes. La coévolution entre les microorganismes et les plantes a permis
a ces dernieres de développer des stratégies de défense. De maniére schématique, trois étapes
caractérisent 1’interaction entre une plante et un agent pathogene: la reconnaissance du
microorganisme par la plante, la cascade de signalisation permettant la transduction du stimulus

et ’expression des défenses (Figure 1.1).

a. Reconnaissance de I’agent pathogéne

La reconnaissance de 1’agent pathogéne par la plante met en jeu des récepteurs. La
nature des ligands et des récepteurs conditionne deux niveaux de résistance induite: une

résistance peu intense a large spectre et une résistance plus forte et plus spécifique.

Le premier niveau de défense est déclenché par la reconnaissance de motifs
moléculaires appelés PAMP (pathogen-associated molecular patterns) ou DAMP (damage-
associated molecular patterns). Les PAMP sont des molécules d’origine microbienne. Parmi les
PAMP les plus étudiés, on retrouve la flagelline, une protéine majoritaire du filament du flagelle
des bacteéries (Ali & Reddy, 2008), ou encore la chitine, un polymeére de N-acétylglucosamine
faisant partie de la paroi cellulaire des champignons (Wan et al, 2008). Les DAMP sont des
molécules provenant de la plante elle-méme, libérées suite aux dommages provoqués par les
microorganismes lors de ’infection. Parmi les DAMP les mieux caractérisés, on peut citer les
oligogalacturonides (OG), qui sont des oligoméres de résidus d’acide galacturonique, libérés
de la paroi cellulaire suite a la dégradation partielle par les microorganismes d’un composant
majeur de la pectine, I’homogalacturonane (Nothnagel et al, 1983). Les PAMP et les DAMP
sont alors reconnus par des récepteurs situés sur la membrane plasmique des cellules appelés
Pattern Recognition Receptors (PRR). Cette reconnaissance engendre ’activation de voies de
signalisation aboutissant a la premiére forme d’immunité, la PTI (PAMP-triggered immunity)
(Figure 1.1) (Jones & Dangl, 2006). La PTI est activée par un large spectre de molécules

fortement conservées a travers différents groupes de microorganismes.
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AVR1 R1
Reconnaissance / )
Géne d’avirulence < 7 Géne de résistance \ Incompatible
avrl Pas de R1

reconnaissance / )
Géne d’avirulence ] Geéne de résistance Compatible

Figure 1.2: Interactions entre agent pathogene et plante-hote dans le cadre de la résistance

géne pour gene

Différents génotypes de I’agent pathogene: AVR1 ou avrl

Génotype de la plante hote : R1

Deux natures possibles de I’interaction: incompatible (conduit a la résistance) et compatible (conduit a la
maladie)

La résistance est déterminée par 1’interaction entre le produit d’un géne de la plante (géne R), et

le produit d’un géne de I’agent pathogene (géne d’avirulence Avr). La formation du complexe
des produits R-Avr induit un signal qui conduit a une cascade d’événements aboutissant a la
résistance. L’interaction entre 1’agent pathogene et la plante-hdte est alors incompatible.
Lorsque la formation du complexe des produits R-Avr est impossible, cela conduit a la maladie.

Dans ce cas, I’interaction est alors dite compatible.
Adapté de Phytopathologie P. Lepoivre, 2007
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Le deuxiéme niveau de défense des plantes contre les parasites, plus intense que la PTI,
est lié a la détection directe ou indirecte de certaines molécules microbiennes, les effecteurs,
par des récepteurs codés par les génes de résistance (R). En effet, au cours de I’évolution,
certains microorganismes ont acquis la capacité de produire des effecteurs qui sont libérés a
I’intérieur de la cellule de la plante hote et qui, en réprimant la PTI, contribuent a la virulence
de I’agent pathogene. On parle alors d’ETS (effector-triggered susceptibility). Certains
génotypes de plantes ont alors mis en place un systeme pour se défendre — les protéines R —
capables de percevoir ces effecteurs et d’activer la deuxiéme forme d’immunité, I’ETI (effector-
triggered immunity) (Figure 1.1). Cette forme de résistance avait été décrite par les travaux
d’Harold H. Flor en 1942, sur le lin (Linum usitatissimum) et 1’agent de rouille du lin
(Melampsora lini), ce qui a permis d’énoncer le concept géne-pour-gene, selon lequel les
plantes hotes possedent le géne R correspondant aux genes Avr de 1’agent pathogene (Figure
1.2). Une perte ou une altération de 1'un de ces deux génes conduit a la maladie (réaction
compatible). Au contraire, la reconnaissance du produit du gene Avr par la protéine R initie une
cascade d’événements cellulaires conduisant a la résistance (réaction incompatible). Ce modé¢le
géne-pour-geéne présumait 1’existence d’une interaction physique entre effecteur Avr et protéine
R. Des preuves du contact direct entre les deux types de protéines ont été fournies pour quelques
modeles (Jia et al, 2000; Deslandes et al, 2002; Dodds et al, 2006). Cependant, les cas
d’interaction directe R-Avr restent rares, laissant supposer une relation plus complexe (Ellis et
al, 2000). Un autre mode¢le a été proposé, impliquant I’intervention d’une troisiéme composante
dans cette interaction. Dans ce dernier modele, appelé « hypothése de garde », la protéine Avr
et la protéine R feraient partie d’'un complexe incluant une protéine de garde médiant

I’interaction (Bergelson et al, 2001; Luderer et al, 2001; Van der Hoorn et al, 2002).

b. La transduction des signaux

Suite a la perception de 1’agent pathogene par le récepteur, une cascade de signalisation
se met en place afin d’induire des réponses de défense par I’intermédiaire de messagers

secondaires (Figure 1.1).

L’utilisation de modele simplifié (cultures de cellules traitées par des PAMP ou DAMP)
a permis de décrypter des événements précoces de signalisation. Un des premiers événements
de signalisation observable dans les suspensions cellulaires en réponse aux PAMP ou aux
DAMP correspond a une augmentation des flux d’ions a travers la membrane plasmique, tels

que des influx de Ca?* et H*, des efflux de K*, de CI- et de NOs~ (Tavernier et al, 1995; Gauthier
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Cryptogéine
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NtRbohD

NO &= PK MAPK

R

Phosphorylation de protéines

Expression de génes

Mort cellulaire

Figure 1.3: Interaction entre les différents acteurs des voies de signalisation de la
transduction du signal induite par la cryptogéine chez le tabac
PP, protéine phosphatase; PK, protéine kinase; NtRbohD, respiratory burst oxidase
homologues D; SOD, superoxide simutase.

Adapté de Garcia-Brugger et al, 2006
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et al, 2007). Par exemple, en réponse a la flagelline, un flux d’ions est observé dans des
suspensions cellulaires de tomate, de tabac, de pomme de terre, d’Arabidopsis (Felix et al,
1999). Ces flux ioniques opérent généralement en amont d’autres événements de signalisation
intracellulaire. Les autres événements de signalisation précoce communément observés en
réponse aux éliciteurs sont 1’activation de protéines kinases (dont les MAPK), la production
d’espéces réactives de I’oxygeéne (ROS), appelée le « burst » oxydatif (Gémez-Gomez et al,
1999), la production de monoxyde d’azote (NO) et de peroxynitrite (ONOO) (Garcia-Brugger
et al, 2006) (voir chapitre 11). Ces événements de signalisation sont liés. Par exemple, il a été
montré dans le modele cryptogéine-tabac que la perception de la cryptogéine conduisait a
I’activation de protéines kinases ou l’inhibition de protéines phosphatases, qui a leur tour,
induisent un influx de Ca?" responsable ensuite de la production de ROS, de I’activation de
nouvelles protéines kinases comme les MAPK. Ces derniéres interviennent en amont de la
production de NO ou de la régulation de genes de défense (pour revue, Garcia-Brugger et al,
2006) (Figure 1.3).

Les phytohormones, telles que 1’acide salicylique (SA), I’acide jasmonique (JA) et
I’éthyléne (ET) sont reconnues comme des hormones jouant un réle majeur dans la régulation
des défenses. Bien que leur role soit moins décrit dans la littérature, les hormones, telles que
I’acide abscissique (ABA), I’auxine, les gibbérellines et les cytokinines contribuent elles aussi
a la régulation des voies de signalisation des défenses. Les phytohormones sont considérées
comme signaux secondaires et peuvent constituer un lien entre les événements précoces de
signalisation et I’activation finale des réponses de défense (Pieterse et al, 2012). Par exemple,
des MAPK vont phosphoryler et stabiliser des enzymes impliquées dans la biosynthése de ’ET
ce qui conduit a la production d’ET qui pourra induire I’expression de génes de défense (Liu &
Zhang, 2004).

Ces différentes hormones semblent contrdler 1’établissement des défenses contre les
bioagresseurs en fonction du mode de vie de ces derniers. La voie du SA est impliquée dans les
défenses contre les microorganismes pathogénes biotrophes, celle des JA et de I’ET dans les
défenses contre les microorganismes pathogenes nécrotrophes, et celle des JA contre les
herbivores. Cependant, ces voies de signalisation ne sont pas indépendantes les unes des autres
et certains acteurs moléculaires d’une voie peuvent jouer un role antagoniste ou synergique sur
les voies contrdlées par d’autres hormones (Figure 1.4). Ainsi, la signalisation par le SA est
souvent antagoniste a celle médiée par le JA et, de ce fait, une signalisation accrue par le SA

en réponse a des biotrophes est souvent accompagnée d’une diminution de la résistance de la
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Agents pathogénes Agents pathogenes nécrotrophes,
biotrophes o herbivores
C
ABA h
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Genes marqueurs de Geénes marqueurs des voies Génes marqueurs de
la voie S/] (ex: PRI) JA/ET (ex: PDF1.2) la voie JA (ex: VSP2)
Défense contre les Défense contre les Défense contre les
biotrophes nécrotrophes herbivores

Figure 1.4: Régulations croisées entre les voies de signalisation du SA, du JA, de ’ET et
de PABA
Les voies de signalisation hormonales sont activées en réponse aux agents pathogénes
biotrophes, nécrotrophes et aux herbivores. Les acteurs clés de ces voies sont les suivants,
NPR1 (non expressor of PR1) pour la voie du SA, qui régule négativement la voie du JA; ERF1
(ethylene response factor 1) pour la voie du JA/ET. L’ET favorise I’activation de la voie passant
par ERF1; MYC pour la voie JA. L’ET réprime la branche MYC. De plus, I’ABA est impliquée
indirectement dans la régulation des défenses en réprimant la voie du SA et de I’ET, et en

activant la voie du JA.
Adapté de Pieterse et al, 2012
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plante vis-a-vis de nécrotrophes. De plus, des hormones n’étant pas directement impliquées
dans la régulation des défenses, peuvent influencer les voies du SA, du JA et de ’ET, comme
par exemple le cas de ’ABA, qui est capable de réprimer la voie du SA et celle de ’ET, et de
favoriser la voie du JA (Pieterse et al, 2012) (Figure 1.4).

Ces phytohormones interviennent non seulement dans la résistance locale a I’infection
mais aussi dans la mise en place de la résistance dans I’ensemble de la plante, c’est-a-dire la
résistance systémique acquise (SAR, voir paragraphe suivant) et la résistance systémique
induite (ISR, voir paragraphe suivant). Le SA joue un r6le primordial dans le déclenchement
de la SAR (Delaney et al, 1994). Cette hormone s’accumule a la fois au site d’infection et dans
les tissus distaux. Le JA et ’ET semblent étre impliqués dans I’ISR. En effet, les genes dont
I’expression est inductible par le JA et ’ET sont fortement exprimés chez les plantes ayant

induit I’ISR suite a I’attaque d’un agent pathogene (Verhagen et al, 2004).

c. Les réponses de défense

La reconnaissance des microorganismes et la transduction des signaux menent a
I’expression des défenses de la plante afin de contenir ou bloquer la progression du parasite.
Plusieurs types de réponses sont décrits pour faire face aux microorganismes pathogenes. Tout
d’abord, les plantes peuvent renforcer leur paroi cellulaire, par exemple par des dépdts de
lignine et de callose (un polymere B-1,3-glucane) au niveau du site d’infection (Huckelhoven,
2007). Les plantes produisent également des molécules ayant une action sur 1’agent pathogéne
comme les phytoalexines (Hammerschmidt, 1999), possédant des structures chimiques variées
(Ahuja et al, 2012) ou les protéines PR (pathogenesis-related) dotées d’activités enzymatiques
variées telles que la glucanase, les chitinases, les peroxidases... (Loon et al, 2006). La
production de ROS peut étre également considérée comme un moyen de lutte direct contre les
agents pathogenes en plus de son r6le dans la signalisation cellulaire. Enfin, on observe
également I’activation de mécanismes de type « réponse hypersensible » (HR) (Mur et al,
2006). La HR est caractérisée par le développement d’une zone de mort cellulaire (PCD,
programmed cell death) autour du site d’infection (Mur et al, 2008) qui constitue une défense
efficace contre les agents pathogénes biotrophes en les privant de nutriments. La mise en place
de la HR au niveau du site d’infection déclenche généralement 1’activation d’'une SAR visant a
protéger les autres tissus de la plante en prévention d’une attaque ultérieure par un agent
pathogene. Cette résistance genéralisée peut durer plusieurs mois, voire étre transmise a la
génération suivante (Kachroo & Robin, 2013). L’ISR est un autre processus de résistance

induite qui implique des microorganismes bénéfiques.
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Elément minéral Diminution de la maladie  Augmentation de la maladie Effet variable
Azote (N, NH4, NO3) 168 233 17
Phosphore (P) 82 42 2
Potassium (K) 144 52 12
Calcium (Ca) 66 17 4
Manganése (Mn) 68 13 2
Cuivre (Cu) 49 3 0
Zinc (Zn) 23 10 3
Bore (B) 25 4 0
Fer (Fe) 17 7 0
Soufre (S) 11 3 0
Magnésium (Mg) 18 12 2
Silicium (Si) 15 0 0
Chlorure (CI) 9 2 8

Tableau 1.1: Effets de la fertilisation minérale sur les dégats provoqués par la maladie des plantes

Ce tableau est basé sur 1180 rapports. Extrait de Huber & Graham, 1999
20-
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Figure 1.5: Effets des nutriments sur la sensibilité des plantes a différentes maladies
(A) Mesure du diamétre des lésions provoquées par Alternaria solani sur les feuilles de tomate
ayant été vaporisées (KNOz) ou non (control) avec du nitrate (Blachinski et al, 1996). (B)
Mesure de la colonisation des feuilles de tomate par Pseudomonas syringae en fonction des
niveaux de fertilisation azotée (RAR) ajoutes (Hoffland et al, 2000). (C) Mesure du contenu en
camalexine dans les plantes d’A. thaliana infectée (histogramme noir) ou non (histogramme
blanc) par Alternaria brassicicola et en présence de 50 ou 500 uM de sulfate. (Kruse et al,
2012).
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Tout comme la SAR, I’ISR se définit comme un état de résistance permettant de protéger la
plante entiére face a une future attaque par des microorganismes pathogénes ou herbivores
(Pieterse et al, 2014).

1.2 Liens entre la résistance des plantes et la disponibilité en nutriments

Les nutriments sont essentiels pour la croissance et le développement des plantes mais
peuvent également affecter la sévérité des maladies (Huber and Graham, 1999). Aucune regle
générale n’est observée concernant leurs effets. En fonction de 1’agent pathogéne ou de la
plante, un nutriment particulier peut participer a la diminution ou a I’augmentation de la sévérité
d’une maladie (Tableau 1.1). Par exemple, I’application d’azote provoque une diminution de la
sensibilité de la tomate a Alternaria solani (Blachinski et al, 1996) alors qu’une augmentation
de sensibilité est observée lors de I’infection par Pseudomonas syringae chez cette méme plante
(Hoffland et al, 2000) (Figure 1.5 A-B). Le soufre, le phosphore et plus particulierement I’azote
sont trois macroéléments dont nous avons étudiés les effets sur la résistance de M. truncatula a

A. euteiches.

Le soufre (S), présent dans les acides aminés soufrés, les hétérosides soufrés et certaines
vitamines, est prélevé dans les racines sous forme de sulfate. Ce macroélément est impliqué
dans la formation de composés de défense (phytoalexines, glucosinolates, glutathion...)
nommeés sulfur-containing defense compounds (SDC) (Rausch & Wachter, 2005). L’exposition
a des stress biotiques conduit a ’augmentation de la synthése de SDC. Par exemple, des plantes
d’A. thaliana montrent une augmentation des concentrations en cystéine et en glutathion trois
jours apres inoculation par Alternaria brassicicola (Kruse et al, 2007). L’effet direct du S sur
la concentration en glucosinolates (camalexine) et sur la résistance de la plante a été démontré
(Kruse et al, 2012). En effet, des plantes d’A. thaliana, cultivées en conditions optimales
synthétisent plus de camalexine (Figure 1.5 C) et sont significativement moins infectées que les

plantes carencées (cultivées avec dix fois moins de sulfate).
Le phosphore fait partie de nombreuses molécules organiques de la cellule (ADN, ARN,

ATP et phospholipides) et est assimilé par la plante sous forme de phosphate inorganique. Les

effets effets du phosphore sur la résistance aux maladies sont variables.
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Figure 1.6: Le cycle de I’azote

L’azote atmosphérique (N2) peut étre fixé par les plantes par I’intermédiaire de symbioses @,
industriellement, grace & la réaction de Haber-Bosch (N2 + 3H2 <> 2NHz) @ et par les bactéries pour
produire de I’ammoniac (NHz) puis de 1’ammoinium (NH4") @). Les bactéries nitrifiantes vont former

du nitrate (NO3") & partir du NH4* @). Les bactéries dénitrifiantes peuvent transformer NO3 en N2 @.

Adapté de The Plant Cell, 2014 American Society of Plant Biologists
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La fertilisation phosphatée du blé entraine une diminution des pertes provoquées par
I’oomycéte Pythium (Huber, 1980). D’autres études montrent que 1’application du phosphate a
un effet inverse. Il peut augmenter la séverité des maladies comme par exemple celle causée

par le mildiou (Bremia lactucae) de la laitue (Huber, 1980).

L’azote est le macroélément quantitativement le plus important pour la croissance des
plantes. L’azote est le constituant principal des protéines et un des constituants de la
chlorophylle, ce qui en fait un des acteurs principaux de la photosynthese. Les plantes stockent
I’azote essentiellement sous forme de nitrate ou d’acides aminés et de protéines, dans leurs
racines, tiges, feuilles, graines... Elles mobilisent ces réserves quand la croissance et le
développement de nouveaux organes nécessitent des besoins en azote importants (Morot-
Gaudry, 2001) et que le prélévement d’azote ne suffit plus a couvrir ces besoins, comme par
exemple lors de la sénescence (Bieker & Zentgraf, 2013).

11 est aujourd’hui largement reconnu que la disponibilité en azote a une influence sur les
interactions plante/agents pathogénes (Fagard et al, 2014). L’effet de 1’azote sur la résistance
de la plante et sur I’expression des réponses moléculaires de défense des plantes sera développé

dans la partie 1.1.5 (Implication de I’azote dans les défenses immunitaires).

1.3 Métabolisme de ’azote

a. Cycle de ’azote

Le cycle de I’azote décrit les processus biochimiques de transformation de cet élément
en assurant une circulation rapide dans les différents compartiments de 1’écosysteme. Ce cycle
est complexe en raison du grand nombre de transformations de I’azote dans I’environnement et
de la difficulté pour les étres vivants a I’incorporer. Trois sources d’azote existent pour les étres
vivants: 1’azote atmosphérique (diazote N2), I’azote minéral (nitrate NO3’, ammoniac NH3 et
ammonium NH4") et I’azote organique (acides aminés, protéines...). Le principal réservoir
d’azote est 1’atmosphere ce qui fait du N2 la forme majoritaire d’azote. La force de la triple
liaison qui relie les deux atomes de N, rend ce composé indisponible pour la plupart des étres
vivants s’il n’est pas fixé, ¢’est-a-dire transformé en azote assimilable. L’azote atmosphérique
est fixé soit par les plantes par I’intermédiaire de symbioses, soit par des bactéries pour produire

de Dl’ammonium ou soit industriellement (réaction de Haber-Bosch) (Figure 1.6).
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Minoritairement, les décharges électriques et les ultraviolets peuvent transformer le N2 en
monoxyde d’azote (NO) alors oxydé en dioxyde d’azote (NO3), puis en acide nitrique (HNO3).
Ce dernier atteint le sol par les précipitations ou sous forme de particules seches sur lesquelles
il a été adsorbé dans I’atmosphére. Cet apport d’azote reste faible et se trouve surtout important
dans les regions tropicales et montagneuses (Prather et al, 2001). Dans le sol, le nitrate et
I’ammonium sont donc les principales formes d’azote inorganique disponibles pour la plante
(Raven et al, 1992). Les microorganismes décomposeurs (bactéries, champignons)
transforment la matiére organique azotée provenant des plantes ou d’animaux morts en CO»,
H20 et NH3 (minéralisation). Au contact de I’eau, 1’7ammoniac se transforme en ammonium.
Les bactéries nitrifiantes permettent la formation de nitrate a partir d’ammonium. Dans les sols
bien aérés, la nitrification est rapide, il en résulte une faible concentration en ammonium. Si le
sol est inondé, donc privé d’oxygéne, I’ammonium s’accumule (Crawford & Forde, 2002). Une
dénitrification s’effectue aussi dans le sol grace a des bactéries dénitrifiantes qui, dans certaines
conditions peuvent transformer le nitrate en diazote, inutilisable par la plupart des plantes
(Figure 1.6).

b. Acquisition de ’azote par la plante

Selon leur position phylogénétique, les plantes vont acquérir 1’azote par prélévement
direct du sol des formes minérales (nitrate et ammonium) et/ou par l’intermédiaire de

symbioses.

e Prélévement direct des formes minérales de 1’azote par les racines des plantes:

Les concentrations en nitrate et ammonium dans les sols varient selon le degré de
minéralisation et de nitrification (quelques micromolaires a plusieurs millimolaires) (Marschner
et al, 1995). Des systemes trés spécifiques de transport de nitrate ou d’ammonium ont été
développés chez les plantes : un systéme de transport a haute affinité (HATS, High Affinity
Transport System) et un systeme de transport a basse affinité (LATS, Low Affinity Transport
System) (Crawford & Forde, 2002).

L’utilisation de ’azote du sol implique tout d’abord le franchissement de la membrane
plasmique des cellules racinaires. Dans le cas du nitrate, le potentiel negatif de la membrane
ainsi que le gradient de concentration ne permettent pas, en général, 1’entrée passive du nitrate
dans le cytoplasme, et un systéme de transport actif couplé a une pompe a protons H*/ATPase
est donc nécessaire (Glass et Siddiqi, 1995). Les transporteurs de nitrate sont codés par deux

familles de génes : des genes appartenant a la famille NRT1/PTR (NPF) impliqués, en général,
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dans le transport a faible affinité et les genes de la famille NRT2 responsables pour la plupart
du transport & haute affinité (Forde, 2000). Chez A. thaliana, deux génes de la famille NPF
(AtNPF6.2 et AtNPF6.3/AtNRT1.1) sont importants pour le transport du nitrate lorsqu’il est
présent dans le milieu a hautes concentrations. Ces deux transporteurs ont une faible affinité
pour le nitrate mais, dans le cas de AtNPF6.3, une haute affinité est observée dans certaines
conditions. Chez M. truncatula, deux genes de la famille NPF ont été caractérisés: le géne
NIP/LATD codant pour un transporteur a haute affinité pour le nitrate impliqué dans le contréle
de I’architecture racinaire et la formation de nodosités (Yendrek et al, 2010; Bagchi et al, 2012),
et le géne MtNPF6.8 (MtNRT1.3) qui a été identifié comme ayant une double affinité (Morere-
Le Paven et al, 2011) pour le nitrate similaire a celle du « transcepteur » AtNPF6.3 (Wang et
al, 1998; Liu et al, 1999) et qui pourrait jouer un role dans la croissance de la racine primaire.

Chez A. thaliana, sept transporteurs appartenant a la famille NRT2 ont été mis en
évidence (Orsel et al, 2002, pour revue) alors que chez M. truncatula, uniquement trois
transporteurs de cette famille ont été caractérisés. Le géne MtNRT2.1 phylogénétiquement
proche du géne AtNRT2.1, coderait vraisemblablement pour un transporteur a haute affinité du
nitrate, impliqué de fagcon majoritaire dans le transport du nitrate du milieu extérieur dans la
racine, alors que le géne MtNRT2.2 est tres peu exprimé. En revanche, MtNRT2.3 qui est proche
phylogénétiqguement de AtNRT2.5, un géne important pour le transport et la remobilisation du
nitrate chez des plantes limitées en azote, pourrait avoir un role dans la redistribution du nitrate
chez M. truncatula (Pellizzaro et al, 2015). A ce jour, le nitrate est le seul substrat identifié des

transporteurs NRT2 caractérisés chez les plantes supérieures.

Dans le cas de ’ammonium, son transport actif est assuré par un uniport d’ammonium
voltage dépendant, piloté par la famille de transporteurs AtAMT (Ludewig et al, 2002). La
complémentation fonctionnelle d’un mutant de levure, déficient pour le transport de
I’ammonium, a permis d’identifier le premier géne AMT1 : AMT1.1 (Ninnemann et al, 1994).
Depuis, le séquencage complet du génome d’A. thaliana a révélé quatre autres séquences
homologues (AtAMT1.1 a AtAMT1.5) (Gazzarrini et al, 1999; Sohlenkamp et al, 2000). Deux
de ces genes AtAMT1.1 et AtAMT1.3 contribuent pour 70 % de I’influx a haute affinité de
I’ammonium sans toutefois étre indispensables pour la croissance des plantes (Loqué et al,
2006). Le séquencgage du génome de M. truncatula a permis de mettre en évidence huit génes
AMT (Benedito et al, 2010) dont quatre appartiennent a la famille AMTL1, transporteurs a haute
affinité de ’lammonium (Yuan et al, 2007), alors que le reste appartient a la sous-famille des

AMT2, qui code pour des transporteurs impliqués dans le transfert de 1’ammoniac
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Figure 1.7: Echange de signaux lors d’une symbiose rhizobienne-légumineuse
Les (iso)flavonoides, les stachydrines et les acides aldoniques, composés importants pour la mise en place de
la symbiose, sont trouvés dans les exsudats racinaires. 1ls peuvent diffuser passivement a travers la membrane
bactérienne (Begum et al, 2001; Wang et al, 2012) et constituent alors les premiers signaux de 1’hote qui
déclenchent chez la bactérie I’expression de genes de régulation de la nodulation (nod), qui permettent a leur
tour la production de facteur Nod, qui sont des lipochitooligosaccharides (Peters & Verma, 1990). La
production de ce facteur Nod va induire des modifications morphologiques, physiologiques et moléculaires
complexes permettant la pénétration de la bactérie au sein de la plante héte (Oldroyd et al, 2011). Le zoom
montre un cordon d’infection passant par le cortex racinaire vers un groupe de cellules en division, qui

deviendra le primordium nodulaire.
Adapté de Schultze et Kondorosi, 1998; Oldroyd et al, 2011
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(Sohlenkamp et al, 2000; Neuhéuser et al, 2009). Les données publiques des microarray
suggérent qu’en condition standard de croissance, la plupart des AMT de M. truncatula sont

faiblement exprimes (http://www.bioinfo.noble.org/gene-atlas).

e Acquisition de I’azote par les plantes grace a des symbioses :

Les bactéries du genre Rhizobium sont capables d’établir une symbiose avec des plantes
de la famille des Fabacées (Iégumineuses) en induisant la formation d’un organe particulier,
appelé nodosité, véritable organe d’échanges métaboliques entre les bactéries et la plante. Une
des particularités des Iégumineuses est leur richesse en protéines (jusqu’a 40 % MS de protéines
dans la graine). La symbiose, entre ces plantes et les bactéries, présente donc un intérét
agronomique considérable puisqu’elle permet de réduire 1’apport en engrais azotés tout en
fournissant un moyen efficace de produire des aliments riches en protéines (Hirsch et al, 2001).

Les interactions entre les Rhizobiums et les légumineuses se produisent dans la
rhizosphére par des échanges de signaux qui vont permettre a la symbiose de s’établir par la
formation de nodosité (Figure 1.7). A I’intérieur de la nodosité, la bactérie se différencie en
bactéroide, qui est la forme sous laquelle elle est capable de réduire le N2 en NH4* grace a un
complexe enzymatique appelé nitrogénase (Wang et al, 2012). L’ammonium est la principale
source d’azote exportée depuis les bactéroides mais ceux-Ci peuvent également sécréter des
acides aminés tels que 1’alanine et ’aspartate (Allaway et al, 2000; Parsons et al, 2002). La
nitrogénase étant trés sensible a I’oxygene, la fixation azotée optimale se fera dans des
conditions de faible pression en oxygene. Ceci est réalisé au sein de la nodosité par la
séquestration de 1’02 par des leghémoglobines (hémoprotéines de structure proche de
I’hémoglobine) de plante (Ott et al, 2005).

La formation d’une symbiose rhizobienne est dépendante de la disponibilité en azote
minéral présent dans le sol. Cette disponibilité en azote est considérée comme le principal
facteur environnemental affectant la fixation symbiotique de N>, et par conséquent la source de
nutrition azotée de la plante (Streeter, 1988). Il a été montré que la présence d’azote minéral
dans le sol inhibe la symbiose au profit de I’acquisition directe de 1’azote du sol (Voisin et al,
2002). La symbiose ne se met donc en place que lorsque la plante est limitée en azote. Par
ailleurs, des études quantitatives indiquent que la répression de la symbiose par le nitrate du sol
ou I’efficacité de fixation symbiotique de N2 pouvait différer selon les espéces ou les genotypes
d’une méme espece. Harper & Gibson, (1984) ont testé la capacité de nodulation, en présence

de différentes concentrations en nitrate, de huit Iégumineuses: le lupin (Lupinus angustifolius),
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Figure 1.8: Développement d’une mycorhize a arbuscules
Les racines des plantes vont émettre des strigolactones qui vont induire la germination des spores,
la ramification de I’hyphe et I’augmentation de I’activité physiologique des spores et de 1’hyphe.
Les champignons produisent des facteurs mycorhiziens (Myc) qui vont induire des oscillations
calciques dans les cellules de 1’épiderme de la racine et activer les génes de plantes liés a la
symbiose. Le champignon MA va former un appressorium (hyphopodium), a partir duquel le
champignon peut pénétrer dans le cortex et I’épiderme. Suite a une stimulation chimique et
mécanique, les cellules de plantes produisent un appareil de pénétration (PPA) a travers lequel
I’hyphe va pouvoir s’étendre. Le champignon pénétre dans les cellules de la plante et entre dans
I’apoplaste ou il va former des branches (arbuscule) et s’agrandir le long de 1’axe de la racine. La
membrane plasmique de la cellule végétale augmente considérablement sa surface et s’invagine
tout autour de I’arbuscule. C’est a cette interface cellulaire que les échanges de nutriments entre les

partenaires ont principalement lieu (Reinhardt, 2007).
Extrait de Parniske, 2008
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le pois (Pisum sativum), le trefle (Trifolium subterraneum), le pois chiche (Cicer arietinum), le
siratro (Macroptilium atropurpureum), le soja (Glycine max), le pois antaque (Lablab bean) et
la luzerne tronquée (Medicago truncatula). Les trois dernieres espéces, le soja, le pois antaque
et M. truncatula montrent une sensibilité plus importante au nitrate. En effet, le nombre de
nodosités apparentes est plus faible que pour les autres espéces et I’activité nitrogénase est
inhibée en présence d’1 mM de nitrate. Généralement, 1’exigence en azote des plantes est
maintenue quelle que soit la source azotée (Sagan et al, 1993 ; Voisin et al, 2002). Cependant,
certaines especes, comme le soja ou M. truncatula par exemple, sont connues pour étre
mauvaises fixatrices par rapport au pois. En effet, lorsque la fixation symbiotique N2 est la seule
source azotée, le besoin en azote des plantes peut ne pas étre comblé, les plantes sont alors
carencées (Gan et al, 2002; Moreau et al, 2008).

Les symbioses mycorhiziennes a arbuscule (MA) se rencontrent chez plus de 80 % des
plantes terrestres y compris de nombreuses especes cultivées telles que le blé, le mais, le soja
et les légumineuses (Wang & Qiu, 2006). Elles jouent un role clé dans 1’assimilation de
nutriments. En effet, le mycélium extra-radiculaire des champignons agit comme une extension
du systéme racinaire et augmente 1’absorption du phosphore, de 1’azote, du soufre et du
magnésium, mais également des oligo-éléments tels que le cuivre et le zinc. De plus, les
champignons mycorhiziens offrent également des avantages non-nutritionnels aux plantes, en
améliorant leur résistance contre les stress abiotiques (sécheresse, salinité, métaux lourds) et
biotiques (agents pathogénes, herbivores) (Smith & Read, 2008).

L’établissement de la symbiose MA se fait aussi par des échanges de signaux entre la
plante et le champignon mycorhizien (Figure 1.8).

Il apparait que les symbioses MA puissent également jouer un rdle dans la fourniture
d’azote a la plante. En effet, des expériences par marquage >N ont montré que 1’azote pouvait
étre transféré par le champignon MA a la plante héte (Govindarajulu et al, 2005), mais
I’importance quantitative de 1’azote transféré reste encore controversée (Smith & Smith, 2011).
Le nitrate et I’ammonium peuvent étre transportés par le champignon MA mais c’est
I’ammonium qui est souvent la source préférentielle d’azote (Blicking & Kafle, 2015). Des
¢tudes ont montré que des transporteurs d’ammonium chez un champignon MA avaient une
plus grande affinité pour I’ammonium que les transporteurs a haute affinit¢ AMT des plantes
(Pérez-Tienda et al, 2012), ce qui confererait une plus grande aptitude des plantes mycorhizees
a acquérir de I’ammonium lorsqu’il est limitant dans le sol. Plus récemment, le rdle critique

d’un transporteur symbiotique d’ammonium pour 1’entretien et 1’efficacité nutritionnelle de la
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Figure 1.9: Assimilation du nitrate et de ’ammonium dans la plante

Le nitrate (NO3") est prélevé a 1’aide de transporteurs de nitrate (NRT) et I’ammonium a 1’aide de
transporteurs d’ammonium (AMT). Une fois dans la cellule, le nitrate peut étre stocké dans la
vacuole ou est réduit dans le cytosol en nitrite (NO2") par la nitrate réductase (NR). Le nitrite est
transporté dans le chloroplaste. Celui-ci y est alors réduit en ammonium (NH4*) par la nitrite
réductase (NiR). L’ammonium (NH4") est incorporé au glutamate par la glutamine synthétase (GS)
pour former la glutamine. Un transfert d’un groupement amide de la glutamine sera ensuite effectué
a I’a-cétoglutarate par la GOGAT. Deux molécules de glutamate sont ainsi formées, 1’une étant
recyclée pour la formation de glutamine, 1’autre utilisée pour la synthése des acides aminés (Hirel
& Lea, 2001; Miflin & Habash, 2002). Les premiers acides aminés dans la cellule sont donc la
glutamine et le glutamate, qui peuvent alors étre utilisés pour former 1’aspartate et 1’asparagine via
les deux enzymes aspartate aminotransférase (AAT) et asparagine synthéetase (AS), ainsi que les
autres acides aminés et molécules azotées. Glutamine, glutamate, aspartate et asparagine assurent
alors la translocation de 1’azote des organes sources vers les organes puits (Peoples et Gifford,
1993).

Adapté de The Plant Cell, 2014 American Society of Plant Biologists et de Krapp et al, 2015
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symbiose MA a été mis en évidence (Breuillin-Sessoms et al, 2015; Javot et al, 2011),

soulignant I’importance potentiel de I’azote dans cette symbiose.

¢. Réduction du nitrate et synthése des acides aminés

Le nitrate a plusieurs devenirs dans la plante. Une fois absorbé, le nitrate peut étre stocké
dans les vacuoles ou assimilé. Son assimilation peut s’effectuer dans les racines ou dans les
parties aériennes apres export du nitrate dans le xyleme et transfert dans les feuilles. Selon les
conditions environnementales et les especes de plantes considérées, la proportion de nitrate
réduit au niveau foliaire ou racinaire peut varier (Smirnoff & Stewart, 1985). Le nitrate doit
nécessairement étre réduit en ammonium pour étre assimilé. La réduction du nitrate est assurée
par I’action successive de deux enzymes, la nitrate (NR) et la nitrite (NiR) réductase. Dans le
cytosol, la NR catalyse la réduction du nitrate en nitrite. Toxique, le nitrite est immédiatement
transféré dans les plastes ou il est pris en charge par la NiR et réduit en ammonium (Figure 1.9).
L’ammonium, lui aussi toxique pour la plante, doit étre immédiatement assimilé. Les
principaux acteurs des processus d’assimilation de ’ammonium dans la plante sont la glutamine
synthétase (GS) et la glutamate synthase (GOGAT). L’action combinée de la GS et de la
GOGAT au cours du cycle GS/GOGAT va aboutir a I’incorporation de ’ammonium dans les
acides aminés (Figure 1.9).

De facon générale, deux isoformes de GS existent chez les plantes, aux réles et
localisations différents. La GS1, cytoplasmique, interviendrait surtout pour 1’assimilation de
I’azote dans les racines (Coruzzi, 2003) ou dans la remobilisation de I’azote lors de la
sénescence foliaire. La GS2, localisée dans le chloroplaste, joue un rdle prépondérant dans
’assimilation de I’ammonium issu de la réduction du nitrate dans les chloroplastes et/ou dans
la réassimilation de ’ammonium photorespiratoire.

M. truncatula comprend une famille multigénique de GS, constituée de quatre genes,
MtGS1la et MtGS1b codant pour un polypeptide cytosolique de 39 kDa; MtGS2a et MtGS2b
codant pour un polypeptide localisé dans le plaste de 42 kDa. MtGS2b est spécifique de la graine
et se retrouve seulement chez M. truncatula et quelques espéces apparentées (Seabra et al,
2010). Les trois autres GS sont exprimées dans tous les organes de la plante, mais de maniere
tissu-spécifique. MtGS1la est fortement exprimée dans les nodosités, ou sa fonction consiste a
assimiler I’ammonium produit par la fixation de 1’azote (Carvalho et al, 2000a), mais également
fortement exprimée dans les faisceaux vasculaires de tous les organes de la plante et

probablement impliquée dans I’approvisionnement en glutamine pour le transport (Carvalho et
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Figure 1.10: Biosynthése des acides aminés dans les plantes
Le glutamate synthétisé va permettre d’introduire un groupement aminé au sein du métabolisme des
acides amines. Le groupe aminé du glutamate peut étre transféré a divers acides a-cétoniques en
formant les acides aminés correspondants. L’aspartate, l’alanine, I’isoleucine, la valine, la
phénylalanine, la tyrosine et la 3-phosphosérine sont obtenues par réaction de transamination grace a
une aminotransférase (AT).
Adapté de Buchanan et al, 2000
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al, 2000b). MtGS1b est exprimé dans tous les organes de la plante, mais son expression est
augmentée au cours de la sénescence et ce gene coderait probablement une isoenzyme
responsable de la réassimilation de I’ammonium dérivé du catabolisme protéique (Carvalho et
al, 2000b). MtGS2a est fortement exprimée dans tous les tissus photosynthétiques, ou sa
fonction est I’assimilation de I’ammonium issu de la photorespiration ou de la réduction du

nitrate (Melo et al, 2003).

Deux types de GOGAT existent, localisées dans le chloroplaste: la NADH-GOGAT qui
a un réle prépondérant dans 1’assimilation primaire de I’ammonium et la ferrédoxine-GOGAT
(Fd-GOGAT) qui serait plus spécifiquement impliquée dans les processus de réassimilation de

I’ammonium photorespiratoire (Coruzzi, 2003).

Par transamination, I’azote est ensuite transféré a d’autres substrats carbonés (acides a-
cétoniques) pour former de nouveaux acides aminés (aspartate, alanine, glycine ...), eux-
mémes précurseurs de tous les autres acides aminés (Figure 1.10). Les acides aminés synthétises
peuvent aussitét contribuer a la biosynthése des protéines, ou étre transitoirement stockés dans

les vacuoles ou transportés vers d’autres tissus.

1.4 Reponse de la plante a la limitation en nitrate

a. Le nitrate : élément nutritif et molécule signal

De nombreux facteurs environnementaux et endogeénes contrélent le transport et
I’assimilation du nitrate a différents niveaux (transcriptionnel, traductionnel et post-
traductionnel). Par exemple, la lumiere ou les sucres issus de la photosynthese (Lejay et al,
1999, 2003) augmente 1’expression des génes impliqués dans I’utilisation du nitrate, permettant
ainsi de coordonner le métabolisme de 1’azote avec la photosynthése et le métabolisme carboné.

Chez A. thaliana, le nitrate induit 1’expression des génes de transport de nitrate
NRT1.1/NPF6.3, NRT2.1 ainsi que les genes NIA1, NIA2 et NIl codant respectivement pour des
isoformes de nitrate réductase et pour la nitrite réductase. De fagon plus générale, des études
transcriptomiques ont mis en évidence que le nitrate induit non seulement des genes nécessaires
a son absorption et a sa réduction, a 1’assimilation de I’ammonium, mais aussi des géenes
impliqués dans la glycolyse, la voie oxydative des pentoses et dans la synthése des acides
organiques (Crawford, 1995; Scheible et al, 1997a, 2000) et réprime le métabolisme des
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phénylpropanoides (Fritz et al, 2006). Des études pharmacologiques (utilisation d’inhibiteurs
de synthese protéique), génétiques et physiologiques (utilisation de mutants incapables
d’assimiler le nitrate), cinétiques (effets du nitrate a court terme) ou de doses de nitrate ont
permis de montrer que cette régulation par le nitrate est due au nitrate en tant que tel et non a
un effet nutritionnel (lié a son assimilation en azote organique) (Medici & Krouk, 2014 pour
revue). Ces resultats indiquent que le nitrate est donc une molécule signal qui est rapidement
(en I’espace de quelques minutes; Krouk et al, 2010) et spécifiquement détectée par les cellules
des plantes et que la voie de signalisation du nitrate ajuste I’expression d’un grand nombre de
génes pour adapter et coordonner le métabolisme des cellules et des organes, ainsi que le
développement et la croissance des plantes a la disponibilité en nitrate.

Le nitrate régule aussi de nombreux processus non pas en tant que signal mais par sa
métabolisation en tant que source d’azote pour les plantes. Les acides aminés issus de la
réduction du nitrate, en particulier la glutamine, ont été proposés comme des indicateurs
endogénes du statut azoté de la plante et répriment 1’expression de genes de transport du nitrate,
de ’ammonium et de génes d’assimilation du nitrate par feedback négatif (Nunes-Nesi et al,
2010 pour revue). Pour les genes impliqués dans le transport du nitrate, des expériences de
« split-roots » montrent que cette régulation par le statut azoté de la plante intervient de fagon

systémique.

Chez M. truncatula, des analyses transcriptomiques ont confirmé la similitude des
réponses moléculaires au nitrate avec celles d’A. thaliana et établi que ’acquisition de 1’azote
(sous forme NH4", NOs™ et N2) est aussi régulée par le statut azoté de la plante (Ruffel et al,
2008).

Pour I’ammonium, il n’est pas clair s’il agit comme le nitrate aussi en tant que molécule
signal (Nacry et al, 2013). En effet, ’ammonium induit 1I’expression de certains transporteurs
AMT]1 chez le riz et d’autres especes végétales. Cependant, cet effet est aussi observe avec la
glutamine, ce qui suggere que ce sont des métabolites dérivés de I’assimilation de I’ammonium
(la glutamine) et non I’ammonium en tant que tel qui participent a la régulation de ces
transporteurs (Sonoda et al, 2003). Certains genes de la famille AMT1 chez A. thaliana sont au
contraire induits par la carence azotée et réprimés par la glutamine. Au niveau post-
traductionnel, I’inhibition du transporteur AMT1.1 par ’ammonium par contre semble faire

intervenir une perception de I’ammonium en tant que signal (Lanquar et al, 2009).
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Changements développementaux Changements métaboliques
A
Croissance préférentielle des racines  Augmentation du transport de NOs™ et NH4* et
par rapport aux parties aériennes remobilisation de I’azote
Accélération de la sénescence Diminution de ’accumulation de la chlorophylle

Augmentation de I’accumulation des anthocyanes

Diminution des pools de composés contenant de

’azote (acides aminés, protéines)

Augmentation des pools de composés riches en
carbone (amidon, acides organiques, COmposes

phénoliques)

Q0 @b

Riche en NO3_ > 10 mM

Pauvre en NO3_

Figure 1.11: Réponse de la plante a la carence azotée
(A) Des changements développementaux et métaboliques sont observés au cours d’une carence azotée.
(B) La carence azotée favorise le développement de la racine primaire et celui des racines secondaires.
En condition d’exces en nitrate, la croissance de la racine primaire et celle des racines secondaires sont

réduites. (C) La carence azotée accélere la sénescence.
Extrait de The Plant Cell, 2014 American Society of Plant Biologists
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Par ailleurs, le nitrite et certains acides aminés tels que la glutamine et le glutamate ont
aussi éte proposés comme molécules signal contrdlant différents processus physiologiques chez
les plantes comme le developpement racinaire, les réponses de défense et le métabolisme des
plantes (Wang et al, 2007b; Forde, 2014; Kan et al, 2015).

b. Effet de la carence azotée chez les plantes

L’azote est le nutriment le plus important puisé par les plantes dans le sol, puisqu’apres
’eau, il est le principal facteur limitant la croissance des plantes (Vitousek & Howarth, 1991).
Ces dernieres ont donc une dependance fondamentale vis-a-vis de cet élément minéral.
Cependant, 1’azote peut se retrouver en quantité insuffisante entrainant une carence azotée chez
la plante. La déficience en azote peut avoir plusieurs impacts sur la plante. En effet, des
changements de 1’architecture de la plante sont observés (Figure 1.11) tels qu’une inhibition de
la croissance des parties aériennes (Zhao et al, 2005), une croissance préférentielle des racines
(Scheible et al, 1997b; Stitt & Krapp, 1999), une augmentation de 1’élongation et de la densité
des racines latérales (Forde, 2002, 2014), une accélération de la sénescence due a une
remobilisation de ’azote des feuilles vers les racines (Thomas & Villiers, 1996; Kato et al,
2005) (Figure 1.11) et une floraison avancée (Vidal et al, 2014).

Des impacts de la carence au niveau métabolique sont également observables. Au niveau
des métabolites primaires, les différentes études montrent: une large diminution des niveaux de
glutamine et du rapport glutamine/glutamate (Foyer et al, 2003), une diminution des teneurs en
acides aminés totaux dans les feuilles, une augmentation des teneurs en acides aminés mineurs,
une baisse des concentrations de protéines (Scheible et al, 1997a, 2000), une diminution des
niveaux de chlorophylle et une augmentation de 1’amidon (Zhao et al, 2005). Au niveau des
meétabolites secondaires, on observe une synthése de phénylpropanoides corrélée a I’induction
des génes impliqués dans le métabolisme de ces derniers (comme la PAL par exemple) (Fritz
et al, 2006) et une augmentation de la synthése d’anthocyanes dans les feuilles (Martin et al,
2002) corrélée a I’induction des génes MYB et BHLH importants pour 1’accumulation des
anthocyanes et autres flavonoides (Lea et al, 2006). De plus, le statut antioxydant des plantes
est perturbé lors d’une carence en azote. En effet, une diminution de 1’activité de la superoxide
dismutase est observée dans les feuilles d’une plante carencée (Polesskaya et al, 2004).
Quelques heures de carence azotée conduisent a une augmentation de la production de ROS
dans les racines d’A. thaliana (Shin et al, 2005).

75

——
| —



Chapitre |
A Plante_NO,’ Plante_NH,’

- NO; +NO; -NH;* + NH,'

R AtNrt2.1 ) AtAmtl.1

S 0 1 2 3 5 0o 1 2 3 5 Jourss
[pevws] pommw o mwl [~

Figure 1.12: Expression des transporteurs de nitrate (AtNRT2.1) et d’ammonium (AtAmt1.1) dans les

racines d’A. thaliana
Les plantes NOs™ sont cultivées pendant 6 semaines en présence d’1 mM de NOs™ et les plantes NH4* sont cultivées
pendant 5 semaines avec 1 mM de NOs" et pendant une semaine avec 1 mM de NH4*. (A) Culture des racines
d’A. thaliana en systéme split-roots pendant 5 jours. La moitié des racines sont en présence de 1 mM de NOs
ou 1 mM de NH4" et I’autre moitié en absence d’azote. (B) Analyses cinétiques par northern blot du changement

des niveaux des transcrits de AtNrt2.1 et AtAmtl.1 dans les racines cultivées en présence et en absence d’azote.
Adapté de Gansel et al, 2001
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Figure 1.13: Impact de la concentration en nitrate sur I’indice de nutrition azotée (NNI)
L’expérience a été réalisée sur le génotype A17 de M. truncatula inoculé par Rhizobium meliloti (histogramme
haché) ou Nod- (histogramme en points). Le NNI augmente progressivement avec les niveaux de concentrations
en nitrate. En présence de la symbiose, a 5 et 10 mM de nitrate, NNI est égal a 0,95 et 1,1, respectivement,
démontrant que la nutrition azotée est optimale. Cependant, quand les concentrations en nitrate sont inférieures a
5 mM, NNI reste inférieur a 1 montrant ainsi que I’assimilation de 1’azote est insuffisante malgré la fixation
symbiotique.

Extrait de Moreau et al, 2008
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Par ailleurs, une régulation systémique de la carence sur le transport de 1’azote a lieu
dans les plantes. En effet, chez A. thaliana, des expériences de split-roots ou une partie des
racines d’une plante est soumise a une carence en azote alors que 1’autre partie continue a étre
alimentée en azote (Figure 1.12) montrent que la plante s’adapte a la carence locale en azote en
augmentant I’expression de génes de transport du nitrate dans la partie racinaire distale exposée
a un milieu riche en nitrate. Ce phénomene de compensation systémique de la carence en azote
est observé pour le nitrate mais pas pour I’ammonium (Gansel et al, 2001). Récemment, dans
cette signalisation systémique, le r6le de petits peptides impliqués dans la signalisation,
appartenant a la famille des génes CEP (C-terminally encoded peptide) qui sont régulés par une
limitation azotée (Delay et al, 2013), a été mis en évidence.

Chez les Iégumineuses, la carence azotée va favoriser la symbiose rhizobienne. Comme
mentionné précédemment, chez M. truncatula, la symbiose ne permet pas de couvrir les besoins
azotés de la plante. En effet, lorsque les plantes de M. truncatula sont inoculées par Rhizobium
meliloti et cultivées sur un milieu ou la concentration en nitrate est inférieure a 5 mM, 1’indice
de nutrition azoté (NNI) qui mesure le statut azoté de la plante est inférieur a 1 suggérant ainsi
que la fixation symbiotique est insuffisante pour satisfaire 1’exigence azotée de la plante (Figure
1.13) (Moreau et al, 2008).

Comme chez A. thaliana, des expériences de split-roots ont montré qu’il existait chez
M. truncatula un phénomene de compensation systémique de la carence en azote imposée
localement a une partie des racines par augmentation de I’acquisition de I’azote dans les racines
distales et que sur des temps courts (quelques jours), ce phénomeéne ne s’observait que pour le
nitrate et pas pour I’ammonium et N2 (Ruffel et al, 2008). Dans des expériences a plus long
terme (Jeudy et al, 2010), la carence en N2 locale conduit a une stimulation de la croissance des
nodosités existantes et la formation de nouvelles nodosités permettant de compenser la carence
locale en N2. Une régulation locale et une régulation systémique liée au statut azoté s’exercent
sur le développement de novo de la nodosité.

Chez M. truncatula, plus d’une dizaine de génes CEP ont été identifiés dont une majorité
est induite par la limitation en azote. Le peptide MtCEP1 inhibe le développement des racines
latérales et stimule la formation de nodosités (Imin et al, 2013) tout en rendant la nodulation

moins sensible a la répression par le nitrate.
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1.5 Implication de 1’azote dans les défenses immunitaires

a. Fertilisation azotée et maladies

De nombreuses études agronomiques indiquent que la disponibilité en azote influence
la résistance des plantes aux maladies (Huber & Watson, 1974; Dordas, 2008). Cependant, cet
effet est trés variable selon les cas et pourrait en partie étre corrélé au mode de vie de 1’agent
pathogéne. En effet, la fertilisation azotée augmente la sensibilité des plantes aux agents
pathogenes biotrophes alors qu’elle diminue chez les plantes infectées par des agents
pathogenes nécrotrophes (Snoeijers et al, 2000; Mittelstrass, 2006; Dordas, 2008). Chez la
pomme de terre par exemple, des résultats contradictoires sont observées entre Phytophthora
infestans (hémibiotrophe) et Alternaria solani (nécrotrophe). En effet, la fertilisation azotée
augmente la résistance des plantes a A. solani alors que les plantes deviennent plus sensibles a
P. infestans. De plus, il a été montré qu’en limitation azotée, A. thaliana est plus sensible a la
bactérie Erwinia amylovora alors que cette méme limitation provoque une augmentation de la
résistance de la plante au champignon nécrotrophe B. cinerea (Fagard et al, 2014). D’autres
facteurs entrent en jeu concernant le role de I’azote sur les maladies et pourraient expliquer en
partie les résultats contradictoires observés dans la littérature. Lecompte et al, (2010) ont
montré que I’impact de la disponibilité en azote sur la sensibilité de la plante a B. cinerea était
dépendant de la virulence de la souche utilisée. Les effets positifs ou négatifs de I’azote sur le
développement des maladies sont également observés au niveau intraspécifique comme chez le
riz. Dans ce cas, les différences observées de susceptibilité au champignon pathogéne
Magnaporthe oryzae pourraient étre en partie expliquées par la variabilité de I’efficacité
d’utilisation de I’azote (Ballini et al, 2013). Tous ces résultats indiquent que I’impact de la
fertilisation azotée sur la maladie des plantes est complexe et nécessite une étude plus poussée

des mécanismes impliqués dans la modulation de la résistance par 1’azote.

b. Effet de 1’azote sur les réponses de défense des plantes

La fertilisation azotée peut affecter les interactions plante-agent pathogene en perturbant
les réponses de défense de la plante. Suite a I’attaque de la plante par un microorganisme, celle-
ci diminue temporairement 1’investissement énergétique alloué a la croissance au profit de la
défense (Vos et al, 2013). Ce changement dans le métabolisme est appelé compromis entre la
croissance et la défense (Walters & Heil, 2007) et serait lié a la limitation des ressources de la

plante entrainant une priorisation de leur utilisation soit pour les défenses soit pour la croissance
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Agent pathogene
nécrotrophe: Botrytis cinerea

e , . Limitation en azote
Condition azotée optimale

< ET (géne ACC
oxidase)

Activation des genes PR4, ASA1, OPR3

|

Protéine a activité antifongique

Augmentation de la sensibilité

Figure 1.14 : La carence azotée entraine une augmentation de la sensibilité de la tomate a I’agent
pathogéne nécrotrophe Botrytis cinerea
En condition limitante en azote:
- le géne ACC oxidase, impliqué dans la synthése de 1’éthyléne, ainsi que le facteur de transcription ERF1
(Ethylene Response Factor), sont réprimés,
- les génes anthranilate synthase 1 (ASA1), 2-oxophytodienoate réductase 3 (OPR3), et pathogenesis-
related 4 (PR4) sont également réprimés,

- la plante devient plus sensible a B. cinerea.
Adapté de Vega et al, 2015
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selon les circonstances. Il peut étre illustré, par exemple, par I’inhibition de la croissance
lorsque les plantes sont traitées avec le PAMP Flg22, un peptide de la flagelline (Chinchilla et
al, 2007). Un lien important existe donc entre nutrition et défense. En effet, des études utilisant
des traceurs de carbone et d’azote ont montré que les flux métaboliques étaient altérés lors de
la réponse immunitaire pour permettre la synthése de composés de défense, suggérant ainsi une
redirection du métabolisme (Engelsdorf et al, 2013; Ullmann-Zeunert et al, 2013). Une carence
azotée chez le tabac entraine une augmentation des phénylpropanoides liée a 1’induction d’un
grand nombre de genes impliqués dans les étapes précoces de la biosynthése de ces composés
(Fritz et al, 2006). Cependant, la balance croissance/défense n’est pas une régle générale et la
synthése de certains composés de défense peut étre, au contraire, stimulée dans des conditions
ou la croissance de la plante est favorisée (Massad et al, 2012).

Les mécanismes régissant I’équilibre entre croissance et développement sont fortement
dépendants des phytohormones (Huot et al, 2014). En effet, comme décrit précédemment, les
phytohormones représentent des molécules de signalisation essentielles pour les réponses
immunitaires (voir 1.1 b, Pieterse et al, 2012) et la croissance. Une influence réciproque existe
entre le SA et le JA, phytohormones jouant un réle essentiel dans les réponses de défense, et
I’auxine, les brassinostéroides et les gibbérellines, phytohormones impliquées dans la
croissance. Par exemple, le SA provoque une répression globale des génes liés a 1’auxine (Wang
et al, 2007a). Réciproquement, il a été montré qu’un fort signal auxine affectait les défenses
médiées par le SA (Robert-Seilaniantz et al, 2011). De facon intéressante, une carence azotée
(Yaeno & Iba, 2008) ou une baisse d’activité nitrate réductase liée a des défauts d’activation de
la NR par sumoylation (Park et al, 2011) augmente les teneurs en SA des plantes ainsi que la
résistance a des agents pathogenes bactériens. Les effets de 1’azote sur les teneurs en SA
semblent étre régulés en partie par le géene BAH1/NLA, codant pour ubiquitine ligase E3, qui
contrélerait la production de SA en réprimant les niveaux basaux et induits de cette hormone
(Yaeno & Iba, 2008). D’autres études ont montré que la synthése d’ET peut étre influencée par
la disponibilité en azote (Khan et al, 2015 pour revue). Récemment, une étude transcriptomique
chez la tomate infectée par B. cinerea en limitation azotée, conduisant a une augmentation de
la sensibilité de la plante, a mis en évidence le role de I’ET et du JA. En effet, le facteur de
transcription ERF1, associé a la réponse JA/ET, est induit en réponse a B. cinerea en condition
azotée suffisante alors qu’il est réprimé en limitation en azote (Vega et al, 2015). Ces
phytohormones semblent donc jouer un role clé dans le métabolisme azoté et dans la défense

contre B. cinerea chez la tomate (Figure 1.14).
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c. Effet de 1’azote sur la virulence de I’agent pathogéne

Plusieurs processus importants pour 1’infection sont activés lorsque certains agents
pathogénes sont cultivés sous limitation en azote in vitro ou sur des sources d’azote peu
favorables. Par exemple, Horst et al, (2012) ont montré que le développement de la forme
filamenteuse du basidiomycéte Ustilago maydis, qui est nécessaire pour I’infection, est stimulé
par une carence azotée. L’expression des effecteurs impliqués dans la virulence de certains
champignons ou oomycetes peut étre également augmentée sous limitation azotée (Bolton &
Thomma, 2008). La source d’azote utilisée dans le milieu va avoir un impact sur la virulence
de I’agent pathogéne. En effet, lorsque la source azotée est de I’ammonium, les espéces
fongiques Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum et Magnaporthe oryzae n’arrivent pas
a pénétrer la membrane, ce qui s’expliquerait par la répression de facteur de virulence
provoquée par I’ammonium (LOpez-Berges et al, 2010). Toutefois, I’effet de la source azotée
sur la virulence dépend de I’agent pathogéne. En effet, en condition pauvre en ammonium, la
production de pectinases au cours de l’infection par Erwinia chrysanthemi est réprimée
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al, 1992).

De facon intéressante, la régulation de la virulence de 1’agent pathogéne par 1’azote
semble faire intervenir dans certains cas des régulateurs généraux du métabolisme azoté qui
sont bien connus chez les organismes modeles Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans
et Neurospora crassa (Marzluf, 1997). Différentes études ont montré que les sources d’azote
préférentiellement assimilables sont I’ammonium, la glutamine et le glutamate. Mais les
sources secondaires telles que le nitrate, les acides aminés et les protéines peuvent étre utilisées
lorsque les sources primaires ne sont pas disponibles. L’utilisation des sources azotées
secondaires est alors hautement contr6lée par des régulateurs transcriptionnels qui induisent
I’expression de génes codant les enzymes nécessaires pour métaboliSer ces sources d’azote. Par
exemple, les facteurs de transcription AreA/Nit2 appartenant a la famille des facteurs de
transcription GATA (Caddick et al, 1986; Stewart & Vollmer, 1986), interviennent dans la
régulation des genes impliqués dans le transport et le catabolisme des sources azotées
secondaires (Bolton & Thomma, 2008). Un mutant déficient areA, chez plusieurs espéces de
champignons, montre une pathogénicité réduite, indiquant que la perception d’un
environnement limité en azote par I’agent pathogéne dans la plante peut contribuer a sa
virulence et a son adaptation métabolique (Snoeijers et al, 2000)

La protéine kinase TOR (target of rapamycin) est connue pour réguler la croissance

cellulaire des eucaryotes en réponse a la disponibilité en nutriments et en particulier 1’azote (De
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Virgilio & Loewith, 2006; Rohde et al, 2008). Chez Fusarium oxysporum, il a été montré que
des fonctions de virulence sont réprimées par des sources d’azote favorables (la glutamine) qui

exerceraient leurs effets en activant TOR (Lopez-Berges et al, 2010).

d. Rdle des transporteurs d’azote dans ’interaction plante-agent pathogéene

Comme precisé précédemment (partie 1.3 b), certaines protéines de la famille des
transporteurs NRT2 et NPF permettent 1’absorption du nitrate. La perception du nitrate et son
transport ont un impact sur les réactions de défense. Des génes NRT2 ont été identifies comme
étant impliqués dans les réponses de défense des plantes. Camafies et al, (2012a) ont montré
que l’altération d’un gene de la famille NRT2 diminue la sensibilité de la plante a la bactérie
Pseudomonas syringae. Plusieurs approches ont permis de mieux comprendre les mécanismes
responsables de ce phénoméne. Tout d’abord, 1’utilisation du double mutant nrt2.1 sid2.1,
affecté dans la voie de biosynthese du SA, a permis de montrer que le priming de la voie de
signalisation du SA était nécessaire pour la réduction de sensibilité liée a la perte de fonction
NRT2.1. De plus, le mutant nrt2.1 montre une perturbation de la sensibilité induite par la
coronatine, un effecteur de P. syringae (Camafies et al, 2012b). Cette modification de la
résistance liée a une mutation dans NRT2.1 n’est donc pas seulement due au priming de la voie
SA mais également a une sensibilité plus réduite a la coronatine, corrélée a une perte de la
production d’H20> induite par cet effecteur. Enfin, le statut métabolique du mutant avant
I’infection (accumulation de niveaux plus élevés d’acides aminés aromatiques et de
phénylpropanoides) pourrait contribuer a la diminution de la sensibilité. Ces résultats sont
confortés par I’analyse transcriptomique qui montre que les genes impliqués dans la synthése
de SA et des acides aminés aromatiques sont différentiellement exprimés entre le mutant nrt2.1
et la plante sauvage (Camarfies et al, 2012b). Ce mutant est également plus résistant au
champignon nécrotrophe Plectosphaerella cucumerina, ce qui pourrait suggérer que ce

mécanisme est commun aux interactions plantes agents pathogenes (Gamir et al, 2014).

Le géne NRT2.6 joue un réle dans la résistance d’A. thaliana a la bactérie Erwinia
amylovora. En effet, le mutant invalidé nrt2.6 devient plus sensible a cette bactérie. Cette
augmentation de sensibilité est corrélée avec la diminution de 1’accumulation d’H20>
(Dechorgnat et al, 2012). Mais les défauts d’accumulation d’H20> chez ce mutant ne sont pas
seulement mis en évidence lors de 1’attaque de 1’agent pathogene mais également révélés
lorsque les plantes sont traitées avec un herbicide suggérant un role de NRT2.6 dans la

production d’H20>, en réponse a des stress biotiques et abiotiques.
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Médicarpine

Malonyl-CoA (Luzerne et pois chiche)
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Leucoanthocyanidins
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Figure 1.15: Biosynthese des anthocyanes et des phytoalexines issues de la
phénylalanine
La phénylalanine ammonia lyase (PAL) est une enzyme clé de la voie des
phénylpropanoides qui peut conduire & de nombreuses classes de composés. Les
enzymes nécessaires a la synthése des flavonoides sont: CHS, chalcone synthase; CHl,
chalcone isomérase; F3H, flavanone-3p-hydroxylase; DFR, dihydroflavonol-4-
réductase; LDOX, leucoanthocyanidine dioxygénase. Les enzymes spécifiques des
différents composés flavonoides sont: UFGT, UDP-glycolyse:flavonoide-3-O-
glycosyl transférase pour la synthese des anthocyanes. L’isoflavone synthase (IFS)

permet la synthése d’isoflavones précurseurs des phytoalexines.
Adapté de Yu et al, 2000;

Glycine
v-Glutamyl cystéine GSH ROS (H,0,)
(glutathion)
GSSG (glutathion H.O
disulfure) 2

Figure 1.16 : Synthése du glutathion, un antioxydant lors de la formation de ROS

v-GCS, y-Glutamyl cystéine synthétase; GS, glutathion synthétase; GR, glutathion réductase; GPx, glutathion

peroxidase; DHAR, déhydroascorbate réductase.

Adapté de Liu et al, 2015
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Le lien moléculaire entre NRT2.6 et la production de ROS n’a pas encore été mis en évidence.

D’autre part, le mutant perte de fonction de amtl.1, transporteur d’ammonium a haute
affinite, entraine une réduction de sensibilité a P. syringae et a Plectosphaerella cucumerina.
Les mécanismes aboutissant a la résistance de ce mutant aux agents pathogénes semblent étre
dépendants du mode de vie de ces derniers. En effet, une carence azotée provoque une
augmentation de la sensibilité d’amtl.1 a P. syringae alors qu’aucun effet de la carence n’est
observé pour P. cucumerina. Les modifications métaboliques d’amtl.1 observées lors de
I’infection par P. syringae, et qui sont corrélées avec la diminution de la sensibilité de la plante
hote, sont limitées a la voie des phénylpropanoides, alors que la diversité des réponses
métaboliques de ce mutant contre P. cucumerina est beaucoup plus large, mettant en jeu des
niveaux plus éleveés de callose et de camalexine. Ces résultats indiquent que AMT1.1 pourrait
jouer un double role, étant impliqué a la fois dans 1’absorption de I’azote et comme régulateur

négatif des réponses immunitaires des plantes (Pastor et al, 2014).

e. Stress biotigue et métabolisme des acides aminés

De nombreuses études démontrent la modification des concentrations de certains acides
aminés suite a ’infection par un microorganisme, mais aucune d’entre elles ne permet de
donner une régle claire de I’effet de cette modification lors de I’interaction. Par exemple, la
proline est accumulée dans les feuilles d’A. thaliana en réponse a P. syringae (Fabro et al,
2004). L’accumulation de lysine et d’asparagine est observée dans les feuilles malades
d’aubergine suite a I’infection par la bactérie Candidatus Phytoplasma asteris alors que les

niveaux d’histidine et d’arginine sont diminués (Das & Mitra, 1993).

e Les acides aminés, des précurseurs des molécules de défense:

Les molécules impliquées dans la défense des plantes sont dépendantes du métabolisme
des acides aminés. Les phytoalexines et les anthocyanes, par exemple, sont issues de la
phénylalanine (Figure 1.15). L’arginine peut servir de précurseur pour former du NO et des
polyamines (Winter et al, 2015, pour revue). Les antioxydants, comme le glutathion, dérivent
des acides aminés tels que la cystéine, le glutamate et la glycine (Figure 1.16). Dans les
nodosités, I’inhibition de la GS par le NO permettrait au glutamate d’&tre utilisé€ pour la synthese
de glutathion, permettant ainsi de neutraliser les effets délétéres des especes réactives de 1’azote
(Melo et al, 2011).
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Pathogen

epi

PAD4/SA

Figure 1.17: Interconnexions entre le métabolisme glutamine, redox et SA
Les cercles rouges correspondent au réle dynamique de LHT1 et de son substrat, la glutamine (GIn)
qui supprime la mort cellulaire au cours de I’infection par un agent pathogéne. Dans le chloroplaste, la
glutamine inhibe la production de ROS qui induit la mort cellulaire dépendante de la voie SA (par

I’activation de PADA4). epi, épiderme de la cellule; apo, apoplaste; mes, mésophylle; chl, chloroplaste.
Adapté de Liu et al, 2011
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Récemment, des liens entre I’accumulation d’acides aminés et le statut rédox ont été mis
en évidence. Liu et al, (2010) ont montré le réle du transporteur LHT1 (lysine histidine
transporteur 1) dans la résistance d’A. thaliana a de nombreux agents pathogeénes. En effet, un
mutant perte de fonction Ihtl améliore la résistance a Pseudomonas syringae, Colletotrichum
higginsianum et Erysiphe cichoracearum liée & une activation de la voie de signalisation du SA
et une augmentation de production de NO/H20. dans les feuilles. Une diminution des
concentrations de tous les acides aminés, en particulier de la glutamine, alanine et proline, est
observée dans les feuilles de ce mutant. Cet effet métabolique est corrélé avec le fait que LHT1
serait impliqué dans le transport de 1’alanine et de la glutamine (Svennerstam et al, 2007).
L’utilisation d’un inhibiteur de la GS et d’un mutant hyper-sécréteur de glutamine a permis de
montrer une corrélation entre la diminution des quantités de glutamine et 1’activation des
réponses de défense (Liu et al, 2010). En particulier, la glutamine, qui est I’un des principaux
substrats de LHT1, a un effet inhibiteur sur I’accumulation d’H20». Les auteurs ont alors
suggéré que le métabolisme azoté, et en particulier le métabolisme de la glutamine, pouvait

moduler les réponses de défense des plantes en jouant sur le statut redox (Figure 1.17).

o Adaptation de I’agent pathogene et manipulation du métabolisme de 1’hote:

Les acides aminés préférentiellement utilisés par les agents pathogenes sont souvent
ceux accumulés spécifiqguement dans la plante lors de la maladie. Plusieurs explications a cela
sont possibles. Les microorganismes pourraient s’étre adaptés pour utiliser les acides aminés
synthétisés par la plante. La coévolution entre la plante et I’agent pathogene aurait conduit, dans
le cas d’une interaction compatible, a 1’adaptation de 1’agent pathogéne aux ressources
nutritionnelles de I’hote. Le GABA, accumulé lors de I’interaction et participant a la réponse
de défense de la plante, est la source préférentielle d’azote de Cladosporium fulvum (Solomon
& Oliver, 2001, 2002). De méme, la bactérie P. syringae pv. tomato semble avoir une
préférence nutritionnelle pour le GABA, I’aspartate, le glutamate et la glutamine, formes
majeures d’acides aminés présentes chez la plante hote, ce qui suggere une adaptation de 1’agent
pathogene aux ressources azotées de 1’hote (Rico & Preston, 2008). Le mode de vie de 1’agent
pathogene peut influencer sa préférence nutritionnelle. En effet, les mutants d’A. thaliana rspl
et rsp2, dont I’homéostasie des acides aminés est perturbée puisqu’ils montrent une sur-
accumulation des acides aminés dérivés de 1’acide aspartique (méthionine, thréonine et
isoleucine), sont moins sensibles a Hyaloperonospora arabidopsidis. Cependant, ces deux
mutants restent sensibles a un autre agent pathogéne biotrophe Golovinomyces orontii. De plus,

les auteurs ont montré que la thréonine permettait de supprimer la colonisation de H.
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arabidopsidis mais pas de G. orontii (Stuttmann et al, 2011) suggérant que le statut métabolique
de la plante hote peut influencer la gamme d’agents pathogénes biotrophes. Il est également
possible que les agents pathogénes puissent manipuler le métabolisme de 1’hote. Le
métabolisme des acides aminés et les interactions plante-agent pathogéne semblent donc avoir

une connexion plus complexe qu’une simple relation trophique.

e Remobilisation de ’azote dans la plante:

Les modifications des teneurs en acides aminés observée lors de 1’infection par un agent
pathogene peuvent étre liées a un phénomene de remobilisation de 1’azote induite lors de
I’interaction. En effet, les acides aminés tels que le GABA, la proline, I’arginine, la glutamine
et I’asparagine sont impliqués dans le recyclage, la remobilisation et la translocation de 1’azote
dans les plantes. Des études ont montré, une diminution de I’activité de la GS totale liée a une
diminution de la protéine GS2 et une augmentation de la GS1 impliquée dans la remobilisation
de I’azote (Pérez-Garcia et al, 1998) et I’induction de 1’asparagine synthétase chez la tomate
infectée par P. syringae (Olea et al, 2004) suggérant 1’activation du transfert de I’ammonium
issu du catabolisme des protéines vers la production d’asparagine, forme de mobilisation de
I’azote. Les enzymes du métabolisme azoté semblent participer a la signalisation des défenses
chez la plante. En effet, certaines données suggérent que I’induction des génes de remobilisation
de I’azote en réponse a I’infection est modulée en paralléle a des génes de défense. Tavernier
et al, (2007) ont montré que I’expression de GS1, induite au cours de I’infection du haricot par
C. lindemuthianum, est corrélée aux expressions des génes de défense PAL3 et CHS, suggérant
alors le role de GS1 dans la défense des plantes. Chez un mutant de tomate, il a été montré de
méme qu’une sur-activation au temps opportun, du cycle GS/IGOGAT et du shunt GABA
maintient la viabilité cellulaire et le ralentissement de la sénescence dans le site d’invasion

primaire (Seifi et al, 2013) permettant ainsi d’augmenter la résistance de la plante a B. cinerea.
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Figure 1.18: Relation phylogénétique chez les Fabacées (Iégumineuses)

Les Iégumineuses ont été divisées en trois grands group

es de taille inégale sur la base des principaux caractéres

morphologiques, en particulier les fleurs. Les encadrés rouges correspondent aux trois sous familles:

Césalpiniées, Mimosacées et Papilionacées. Les encadrés bleus correspondent aux deux clades majoritaires des

Papilionacées: Phaséolides et Galégoides.

Tribe Genus

Lens
ViceaF[Vicia
| Pisum

Species
L. culinaris (lentil) )
V. faba (faba bean)
P. sativum|(garden pea)
_[Melilotus M. officinalis (sweet clover)

Trifolium 7. pratense (red clover)

Trifolicac=

M. sativa [alfalfa)

L Medi
SelaEs M. truncatula

e (| CET €2 e C i CET C. arietinum (chickpea)
Loteae Lotus L. japonicus y
Phaseolus P. vulgaris (common bean) §
Vigna V. radiata (mung bean)
Bihaseglcn Glycine  G. max (soybean)
Cajanus  C. cajan (pigeonpea)
Papilionoideae

——

Adapté de Doyle & Luckow, 2003

Figure 1.19: Relation phylogénétique

Cool N
season legumes chez les Papilionacées

(Galegoid) ) .
Les encadres orange mettent en évidence la
proximité génétique existant entre M.
truncatula et les especes cultivées M. sativa
et P. sativum.

Tropical Adapté de Zhu et al, 2005

. scason legumes

(Phaseoloid)
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1.6 Pathosystéme: Medicago truncatula/Aphanomyces euteiches

a. La légumineuse Medicago truncatula

Les légumineuses sont définies par leur structure florale spécifique, la cosse de leur fruit
et surtout leur aptitude (88 % des especes examinées) a former des symbioses fixatrices d’azote
avec les bactéries de la famille des Rhizobiacées (De Faria et al, 1989). Les fabacées comptent
environ 20 000 espéces (Gepts et al, 2005), réparties en 3 sous-familles : les Césalpiniées, les
Mimosacées et les Papilionacées (Doyle & Luckow, 2003) (Figure 1.18). Elles ont colonisé des
milieux variés sur tous les continents. Les légumineuses cultivées appartiennent aux
Papilionacees et se répartissent majoritairement en deux clades : les Phaséolides, d’origine
tropicale (comme le soja Glycine max et le haricot commun Phaseolus vulgaris par exemple)
et les Galégoides d’origine tempérée (comme le pois Pisum sativum, la lentille Lens culinaris,
la luzerne pérenne Medicago sativa et la luzerne sauvage, non cultivée, Medicago truncatula)
(Figure 1.18).

Nous avons choisi pour nos travaux M. truncatula, I’espéce modéle des 1égumineuses.
D’un point de vue phylogénétique, M. truncatula est proche des principales légumineuses
cultivées, notamment de M. sativa et du pois (Figure 1.19) (Zhu et al, 2005; Aubert et al, 2001)
et plusieurs agents pathogenes (champignons, oomycetes, bactéries et virus), qui attaquent les
Iégumineuses cultivées, ont M. truncatula comme plante héte (Tivoli et al, 2006; Rose, 2008).
Cette Iégumineuse modele présente des caractéristiques permettant et facilitant les analyses
génétiques et moléculaires. M. truncatula est une espece diploide (2n = 16) et autogame. Son
génome, sequencé (Young et al, 2011), est considéré comme de petite taille, 550 Mpb soit
environ 4 fois celui d’A. thaliana (Blondon et al, 1994). Des outils génétiques tels que des cartes
génétiques et RILs, le développement de ressources pour des études de génétique d’association
par séquencage d’environ 200 accessions de M. truncatula (projet hapman
http://www.medicagohapmap.org/) ont été générés par plusieurs laboratoires (Thoquet et al,
2002; Choi et al, 2004; Julier et al, 2007) ainsi que des outils génomiques tels que des bases de
données compilant les données d’expression de génes (https://genevestigator.com;
http://mtgea.noble.org/v3/), des banques de mutants sont disponibles (ex: les mutants
d’insertion Tntl, http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php) et M. truncatula présente
I’avantage d’étre transformable par Agrobacterium rhizogenes et tumefaciens (Boisson-Dernier
et al, 2001). En particulier les systéemes de culture de racines transformées et de plantes

composites genérées par transformation avec A. rhizogenes permettent d’étudier les interactions
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Figure 1.20: Arbre phylogénétique des eucaryotes
Adapté de Lecointre & Le Guyader, 2006
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Figure 1.21: Arbre phylogénétique des oomycétes
Extrait de Gaulin et al, 2007
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symbiotiques mycorhiziennes et agents pathogénes.

b. L’oomycéte Aphanomyces euteiches

Les oomycetes sont un groupe taxonomique d’organismes eucaryotes filamenteux
(Figure 1.20) et regroupent plusieurs centaines d’espéces parasites d’animaux ou de plantes.
Les espéces d’oomycetes dont 1’impact est le plus important au niveau économique sont les
especes phytopathogenes telles que Phytophthora infestans, responsable de la grande famine
de 1845 a 1846 en Irlande, détruisant la production de pomme de terre; Plasmopara viticola,
d’origine nord-américaine, qui a fait son apparition en France en 1878 et qui dévasta le vignoble
européen; ou encore Phytophthora citrophthora qui ravagea les plantations d’agrumes dans tout
le bassin Méditerranéen a la méme époque. Le genre Aphanomyces est pour sa part, selon les
especes, responsable de maladies affectant soit des animaux, comme Aphanomyces astaci
responsable de la peste de 1’écrevisse (Alderman, 1996), soit des végétaux comme
Aphanomyces cochlioides qui est I’une des causes de pourriture racinaire chez la betterave, ou
encore Aphanomyces euteiches, responsable de la fonte des semis et de la pourriture racinaire
chez différentes légumineuses (Papavizas & Ayers, 1974; Gaulin et al, 2007) (Figure 1.21).
Parmi les espéces susceptibles d’étre infectées par A. euteiches, on retrouve le pois, la lentille,
la luzerne pérenne, la feve (Vivia faba), le pois chiche (Cicer arietinum) et le lupin (Lupinus
vulgaris) (Hughes & Grau, 2007; Moussart et al, 2008).

e Moyens de lutte contre A. euteiches :

A. euteiches est considéré comme I’agent pathogéne entrainant le plus de dégats chez le
pois dans de nombreux pays, provoguant une perte pouvant atteindre plus de 80 % des récoltes
chaque année. Décrite pour la premiére fois par Jones & Drechsler, (1925) dans la région du
Midwest aux Etats-Unis, la pourriture racinaire du pois s’est ensuite étendue a toutes les régions
américaines productrices de pois (Papavizas & Ayers, 1974). En France, la zone majeure ou se
localise la maladie coincide avec les zones de production intensive du pois, comme le Bassin
Parisien et la partie Ouest de la Bretagne. A ce jour, aucun traitement efficace contre A.
euteiches n’est disponible. Cependant, il existe des moyens préventifs basés sur I’évaluation du
risque infectieux comme le test Aphanomyces (Moussart et al, 2006). Ce test consiste en
I’analyse du « Potentiel infectieux » (PI) d’un ensemble d’échantillons de terre issu d’une
parcelle. Il est exprimé par une note d’Indice de Nécrose Racinaire (INR) observé sur les racines
d’une plantule de pois dans des conditions de température et d’humidité optimales pour le

développement de la maladie, sur une échelle de 0 (Absence d’A. euteiches) a 5 (échantillon
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Figure 1.22: Diagramme illustrant le cycle de vie d’Aphanomyces euteiches
Lors de la reproduction sexuée, la fécondation d’une oogone par une anthéridie, méne a la production
d’oospores €. Ces structures, constituant la forme principale de conservation du parasite hors de la
plante hote, peuvent persister jusqu’a 10 ans dans le sol (Papavizas & Ayers, 1974). Lorsqu’une plante
hote est présente, les oospores peuvent germer et le cycle de vie de 1’agent pathogéne peut étre
complété. La reproduction asexuée commence par la germination de I’oospoore qui va former un hyphe
sporogéne @, produisant le sporange @ qui peut libérer plus de 300 zoospores biflagellées @ (Scott,
1961). Celles-ci sont mobiles dans 1’eau du sol et représentent la forme principale de dissémination a
court terme de 1’agent pathogéne. Les zoospores sont attirées par chimiotactisme par la punetine, un
flavonoide présent dans les exsudats racinaires du pois (Sekizaki et al, 1993). Une fois au contact de
I’héte, les zoospores perdent leurs flagelles puis s’entourent d’une paroi en formant un kyste @. Les
kystes germent @ en produisant un hyphe infectieux @ qui pénétre dans la racine. Dans les tissus
racinaires, les hyphes coenocytiques se développent de fagcon majoritairement intercellulaire
(Badreddine et al, 2008; Djébali et al, 2009) et formeront, aprés quelques jours, les appareils
reproducteurs: I'anthéridie et I'oogone @). L’anthéridie pénétre I'oogone avec les tubes de fertilisation,

qui fournissent les noyaux males a I'oogone, ayant pour résultat la formation des oospores diploides
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fortement infesté). Lorsque I’agent pathogene est présent mais en trés faible quantité (Pl < 1),
la culture du pois (hiver ou printemps) est possible en sécurisant les rendements (semer si
possible en sol ressuyé, ne pas irriguer avant floraison). Si les parcelles sont infestees (P1 < 2,5),
une culture de pois d’hiver peut étre envisagée. Dans les parcelles trés infestées (Pl > 2,5), il
est conseillé de cultiver des especes comme la féverole, le lupin et le soja, qui sont tres résistants

a la maladie (http://www.unip.fr/pois/maladies/aphanomyces-euteiches.html).

e Cycle de développement d’A. euteiches :

Le cycle de développement se déroule dans le systeme racinaire de la plante héte, mais
le mycélium peut aussi coloniser les parties aériennes (Levenfors, 2003). Il inclut deux phases
de reproduction, sexuée et asexuée (Figure 1.22). Les détails du mode d'infection par ce parasite
restent encore mal connus. En effet, aucune structure similaire aux structures de pénétration
(appressorium) ou d'invasion (haustorium) connues chez les champignons, n'a été mise en
évidence a ce jour (Kjeller & Rosendahl, 1998). A. euteiches est considéré comme un
hémibiotrophe (Franken et al, 2007), commencant par une phase biotrophe avant de devenir

nécrotrophe.

e Symptomes provoqués par A. euteiches :

Les symptémes de la maladie se déclarent dans les 10 jours aprés inoculation (Hughes
& Grau, 2007) (Figure 1.23). A I’échelle de la parcelle pour les cultures de pois, les symptomes
de cette maladie se manifestent par un jaunissement des plantes. La dissémination d’A.
euteiches se fait horizontalement par 1’eau a partir des foyers d’infestation. Les plantes infectées
qui arrivent au terme de leur cycle végétatif produisent un nombre faible de gousses avec des
petites graines. Cet agent pathogene peut également entrainer la mort de la plante avant la
production de gousses, dans le cas ou le sol est fortement infesté et lorsque les conditions
climatiques sont favorables (Gilbert et al, 2003). Les symptdémes les plus accentués ont été
observés sur les parcelles avec un faible drainage d’eau résultant d’une texture du sol tres
argileuse et/ou d’une irrigation excessive. A. euteiches se développe entre 14 °C et 18 °C, il est

cependant plus destructeur si la température atteint 28 °C avec un temps humide ou pluvieux.
e Impact des sources d’azote sur A. euteiches:

Le nitrate, en régle générale, n’est pas utilisé¢ par A. euteiches (Papavizas & Davey,

1960). Dans les sols non stériles, le nitrate réprime 1’infection alors que I’ammonium (NHy")

95

——
| —


http://www.unip.fr/pois/maladies/aphanomyces-euteiches.html

Chapitre |

[A17_|[}* F83005.5 | _

Figure 1.23: Symptomes provoqués par Aphanomyces euteiches (15 jours apres
infection) sur le génotype tolérant A17 et le génotype sensible F83005.5 de Medicago
truncatula
Les premiers symptdmes commencent a apparaitre sur les racines qui deviennent de couleur
jaunatre puis prennent une teinte brune. La maladie progresse ensuite vers la partie aérienne

provoquant la chlorose des cotylédons et la nécrose de 1’épicotyle.
Extrait de Gaulin et al, 2007
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I’augmente (Carley, 1969). L’augmentation de I’infection dans les sols contenant du NH4"
résulterait d’un effet sur 1’agent pathogene plutot qu’un effet sur I’augmentation de la sensibilité
de la plante héte. En effet, dans un sol stérile, quelle que soit la forme d’azote, il n’y a pas de
différence observée sur la sévérité de la maladie, alors que dans un sol non stérile, le NO3z
supprime la pourriture racinaire. Ceci indique que des mécanismes biologiques antagonistes
suppriment D’activité de 1’agent pathogéne dans un sol naturel. Cela pourrait étre une
compétition directe pour I’azote entre les différents microorganismes (Carley, 1969). In vitro,
les acides aminés peuvent étre utilisés comme source d’azote pour A. euteiches. En effet,
I’asparagine ou le glutamate (Papavizas & Davey, 1960), ainsi que la glutamine et I’aspartate
peuvent servir de source azotée pour A. euteiches (Lumsden et al, 1970). Cependant, la
croissance est généralement moins rapide avec ces acides aminés seuls qu’avec un mélange

d’acides aminés ou avec de la peptone (Papavizas & Davey, 1960).

¢. L’interaction Medicago truncatula/Aphanomyces euteiches

Le pathosysteme constitué de la Iégumineuse modéle M. truncatula et I’oomycéte A.
euteiches a été mis au point il y a une dizaine d’années (Nyamsuren et al, 2003) et a été sujet a
de nombreuses études depuis.

Les travaux de Colditz et al, (2004, 2005, 2007) ont permis entre autres d’identifier
I’induction de la protéine PR-10 dans les racines de M. truncatula suite a I’infection par A.
euteiches. Cette protéine semblerait jouer un réle dans la sensibilité de M. truncatula a A.
euteiches. En effet, elle réprime d’autres protéines PR, telle que PR-5 qui est supposée
augmenter la résistance de M. truncatula. Plus récemment, Djébali et al, (2009) ont montré que
la plus grande résistance du génotype Al7, tolérant a A. euteiches était corrélée a des divisions
plus fréquentes des cellules du péricycle, un dépdt de lignine au niveau des cellules du péricycle
et une accumulation des composés phénoliques solubles. Par ailleurs, lors de I’infection, il est
observé une diminution des niveaux d’H20> dans les racines du génotype A17 plus précoce que
celle observée dans les racines du génotype F83005.5. 1l semblerait que ce composé n’ait pas
un effet anti-microbien direct sur la résistance de M. truncatula & A. euteiches, mais qu’il serait
impliqué dans le renforcement de la paroi cellulaire autour de la stéle de la racine afin de
prévenir de I’invasion de 1’agent pathogéne dans les tissus vasculaires (Djébali et al, 2011). Des
analyses transcriptomiques ont permis d’avoir une vue plus globale des réponses du génotype
Al7 & A. euteiches et montrent I’induction de plus de 1000 génes, comme par exemple des
genes impliqués dans la signalisation JA (LOX, OPR), des génes liés aux ROS (peroxidase,

glutathion sulfotransférase...), des génes codant une protéine PR, etc... La répression de 875
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genes est également observée tels que des genes impliqués dans la dégradation ou le
renforcement de la paroi cellulaire (polygalacturonase, pectine methyltestérase), des génes
impliqués dans 1’organisation cellulaire (annexine) et dans le cycle cellulaire (cycline), un
récepteur (NFP) (Rey et al, 2013). Récemment, une analyse comparative des transcriptomes
du pois infectés par deux oomyceétes, A. euteiches ou Phytophthora pisi (Hosseini et al, 2015),
a mis en évidence des réponse transcriptionnelles communes a ces deux agents pathogénes,
impliquant I’activation de modifications pariétales, la régulation de la biosynthése du JA et
I’induction de la voie de signalisation de I’ET. Par contre I’induction de génes codant pour les
chalcones synthases, impliquées dans les étapes précoces de la biosynthése de flavonoides et
de génes de la voie des auxines est spécifique a I’interaction avec A. euteiches, suggérant
I’importance du métabolisme secondaire et des auxines dans la réponse immunitaire de la plante
a cet agent pathogéne.

Des données récentes montrent que la protéine NFP (Nod Factor Perception), qui est
impliquée dans la perception de lipochitoolisaccharides (LCO) des facteurs Nod lors de la
symbiose rhizobienne, peut jouer un réle dans la résistance de M. truncatula a A. euteiches. Le
mutant nfp, affecté dans le stade précoce de nodulation, devient plus sensible a A. euteiches
tandis que le surexpresseur NFP entraine une augmentation de la résistance. La mutation de
NFP conduit a une modification de I’expression de 500 génes, notamment des génes associés a
la résistance de la pénétration de 1’agent pathogene (Rey et al, 2013). Ces études mettent en
évidence un role potentiel de ce récepteur dans la perception, non seulement, des signaux
symbiotiques (LCO) mais également des résidus N-acétylglucosamines des PAMPs pour la

réponse immunitaire des plantes.

L’analyse génétique de la résistance de M. truncatula a A. euteiches a permis d’identifier
un locus majeur associé a la résistance, AER1 (Pilet-Nayel et al, 2009). Ce QTL a été identifié
dans une région riche en genes de résistance. En parallele a cette étude, Djébali et al, (2009)
ont confirmé que ce QTL était impliqué dans I’expression de la résistance. Plus récemment, une
étude par génétique d’association (GWAS) de M. truncatula a confirmé 1’identification d’un
gene codant pour une protéine F-box comme étant potentiellement impliqué dans la résistance
de M. truncatula & A. euteiches (Bonhomme et al, 2014). L’analyse transcriptomique de deux
lignées quasi-isogeéniques, différant par 1’état allélique du locus de résistance quantitative prAel
(partially resistant to A. euteiches 1), a montré que prAel, a lui seul, conférait la résistance

quantitative & A. euteiches. De plus, les auteurs ont montré que prAel est associé a 1’expression
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constitutive de genes de défense et de signalisation, et qu’il régule les voies du métabolisme

secondaire (Badis et al, 2015).

Du co6té de I’agent pathogene, des études transcriptomiques ont été réalisées sur A.
euteiches a partir d’ADNc obtenus a partir d’ARN extraits du mycélium issu d’un milieu
artificiel (liquide) ou en contact avec des racines (Gaulin et al, 2008). Ces études ont montré de
grandes différences concernant le contenu en genes avec ceux des especes de Phytophthora,
conduisant a I’identification de voies de biosynth¢se absentes chez Phytophthora. De nouveaux
génes de pathogeénicité ont été identifiés et une expansion de la famille des genes codant pour
des protéines extracellulaires, notamment les différentes classes de protéases, a été mise en
évidence. Parmi ces genes, certains seraient impliqués dans 1’adhésion et contiendraient des
domaines semblables aux domaines de liaison de cellulose fongique. Une classe distincte
d’effecteurs cytoplasmiques appartenant a la famille CRN (Crinkling and Necrosis),
préalablement décrite chez P. infestans (Torto et al, 2003), a été détectée chez A. euteiches et
montre une forte similarité avec les CRN5 et CRN13 de P. infestans. C’est la premiére fois que
des genes CRN ont été trouvés dans des organismes distincts des Péronosporales (A. euteiches
appartient a ’ordre des Saprolégniales) suggérant ainsi que cette classe d’effecteurs joue un
role important dans la pathogénicité des oomycetes. La comparaison des séquences avec les
protéomes d’agents pathogénes eucaryotes entierement séquencés, incluant les champignons,
les sporozoaires et les trypanosomatidés, a permis 1’identification de génes orthologues proches
de ces microorganismes, mais pas chez les autres oomycetes séquenceés a ce jour, et suggere la
présence d’un mécanisme de défense contre les stress oxydatifs qui a été initialement

caractérisée chez les trypanosomatidés (Gaulin et al, 2008).

1.7 Objectifs

Mon projet de thése s’inscrit dans la compréhension des effets de la nutrition de la plante
sur son immunité. Nous nous sommes focalisés sur I’analyse de I’impact de la nutrition azotée
de M. truncatula sur la résistance a A. euteiches, tout en prenant en compte la variabilité
génotypique de la plante. Les résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence une
interaction entre le genotype et la nutrition azotée de la plante pour la résistance contre A.

euteiches.
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Biomasse racinaire Nombre de plantes mortes
Biomasse des parties aériennes % de cotylédons jaunes
Taille de la racine | % de brunissement de la tige
Nombre et taille des racines Il % de brunissement de la racine
Quantification de 1’agent pathogene (ELISA et gPCR)

Tableau 1.2: Mesure des symptomes
Les biomasses racinaires et des parties aériennes sont mesurées lors de la récolte, soit 21 jours apres
infection. Les mesures des parametres racinaires (taille et nombre) et le % de brunissement racinaire sont
réalisés a 10 jours aprés infection. L’annotation des symptdmes (nombre de plantes mortes, % de cotylédons

jaunes et % de brunissement de la tige) et la quantification de 1’agent pathogéne sont réalisées a 21 jours

apres infection.
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2. Résultats

2.1 Effets des éléments nutritifs sur I’interaction M. truncatula/A. euteiches

Pour évaluer les effets de la nutrition sur ’interaction M. truncatula/A. euteiches, les
plantes ont été cultivées sur différents milieux nutritifs. Les expériences ont été initiées avec le
génotype A17, sur cing milieux nutritifs différents : milieu complet (NPS) ; trois milieux
carencés, un en nitrate (N@), un second en soufre (S@) et un dernier en phosphate (Pd); et un
milieu ou la source de nitrate est remplacée par une autre source d’azote, la glutamine (Gln).
Aprés germination, les plantules sont repiquées sur ces différents milieux et infectées par A.
euteiches. Celles-ci sont alors prélevées 21 jours apres inoculation. Différents paramétres ont

été mesurés (Tableau 1.2).

La figure 1.24 montre les résultats obtenus pour le génotype A17 cultivé sur les cing
milieux nutritifs différents. Les graphiques A et B montrent respectivement les pourcentages
de brunissement de la tige et de la racine primaire mesurés, 10 jours aprés infection. Le
graphique C représente le niveau d’agent pathogene détecté 21 jours apreés infection, dans les
racines du génotype A17, par test ELISA, grace au sérum polyclonal de lapin dirigé contre A.
euteiches (Slezack et al, 1999). Dans I’ensemble, une corrélation entre ces différents parameétres
mesurés est observée. Ainsi, par exemple, un fort pourcentage de brunissement de la tige est
souvent corrélé a un fort pourcentage de brunissement de la racine primaire et une plus grande
quantité d’agent pathogeéne présent dans les racines. De ces analyses il ressort que la résistance
a A. euteiches du génotype A17 est augmentée significativement en milieu N@ (d’apres
I’ensemble des symptomes mesurés) par rapport au milieu controle complet NPS. Ces
expériences ont été répétées trois fois et ont permis de confirmer I’augmentation de la résistance

a A. euteiches du génotype A17 sur milieu N@.
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Figure 1.24: Mesure des symptomes d’infection sur le génotype A17
Mesure du pourcentage de brunissement de la tige (A) et de la racine | (B) a 10 jours post-inoculation.
(C) Détection de la quantité d’A. euteiches par test ELISA a 21 jours post-inoculation. Les graphiques
représentés correspondent a une expérience représentative de trois expériences indépendantes. Les barres
d’erreur correspondent a 1’erreur standard (n = 4 pour (A) & (C), n =20 (B)) et les lettres indiquent les
différences significatives (ANOVA suivie d’un test de Fisher p < 0,05).
NPS = milieu complet; N@ = milieu carencé en N; S@ = milieu carencé en S; P@ = milieu carence en P,

Gln = milieu ou la source d’azote est de la glutamine.
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2.2 Atrticle scientifique: Genotypic variability of nitrogen modulation of

Medicago truncatula resistance to Aphanomyces euteiches

a. Introduction

Les expériences sur les différents milieux nutritifs ont permis de montrer une
augmentation de la résistance du génotype A17 sur milieu N@. Nous avons donc décidé de
poursuivre nos expériences sur milieu complet et milieu carencé en nitrate (N@) et ceci sur la
core collection CC8, composée de huit accessions representatives de la variabilité existante
chez M. truncatula (Ronfort et al, 2006). Cette core collection CC8 est issue de I’'INRA de
Montpellier (http://wwwZ1.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/). Les différents génotypes qui la
composent sont SA022322, SA028064, DZA012, F83005.5, ESP105, SALSES71, DZA315 et
DZA045-6. Les génotypes A17 (génotype séquenceé) et R108 (génotype utilisé dans les études
fonctionnelles) ont également été ajoutés a 1’étude. Il a déja été montré des différences de
sensibilité entre les différents génotypes, cultivés in vitro ou en chambre climatique (Djébali et
al, 2011; Pilet-Nayel et al, 2009; Bonhomme et al, 2014; Badis et al, 2015). DZA045-6 et A17
sont plus résistants a A. euteiches que F83005.5 et ESP105 qui paraissent plus sensibles
(Moussart et al, 2007; Djébali et al, 2009, 2011; Bonhomme et al, 2014).

Les expériences ont été réalisées sur ces dix génotypes afin d’observer leur
comportement face a 1’agent pathogene aprés culture sur deux milieux nutritifs différents
(milieu complet et milieu N@). L’analyse de cette expérience est présentée dans ’article ci-
aprés. Une analyse en composante principale (ACP) est réalisée a partir des parametres mesurés
suivants :

- Des parametres développementaux et de croissance des plantes : taille de la racine
primaire, nombre et taille des racines secondaires, densité de celles-ci, biomasses
aériennes et racinaires. Pour chacun de ces paramétres, le rapport des valeurs obtenues
dans les plantes contr6les non infectées sur celles des plantes infectées est calculé
comme mesure de la sensibilité de la plante a A. euteiches.

- Des paramétres mesurant les symptomes d’infection : pourcentage de brunissement de
latige, pourcentage de brunissement de la racine primaire et quantité d’agent pathogene
détectée par test ELISA.
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L’ACP permet de prendre en compte toutes les variables mesurées pour chacune des
conditions et de construire de nouvelles variables synthétiques, appelées composantes
principales, qui captureront la plus grande part de la variabilité des données. Ainsi dans le cadre
de I’étude de la sensibilité a A. euteiches, I’ ACP permet de déterminer de fagon beaucoup plus

intégrative la sensibilité d’un génotype a cet agent pathogene (Bonhomme et al, 2014).

Cette ACP nous a permis de mettre en evidence quatre génotypes aux comportements
contrastés qui, de facon reproductible, deviennent soit plus sensibles soit plus résistants en
carence en nitrate. Une étude plus poussée a alors été réalisée sur ces quatre génotypes afin de
comprendre les mécanismes qui permettraient d’expliquer la différence de comportement de la

résistance observée entre ces génotypes en milieu N@.

b. Article: Genotypic variability of nitrogen modulation of Medicago truncatula

resistance to Aphanomyces euteiches
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- N modulates Medicago resistance to Aphanomyces
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susceptibility; N@ medium, N-deficient medium; NIS, Nitrogen-induced susceptibility; NUE,
nitrogen use efficiency.

Summary

Nitrogen (N) availability can impact plant resistance to pathogens by regulating plant immunity.
To better understand the links between N nutrition and plant defence, we analysed the impact
of N availability on Medicago truncatula resistance to the root pathogen, Aphanomyces
euteiches. This oomycete is considered as the most limiting factor for legume production. Ten
plant genotypes were tested in vitro for their resistance to A. euteiches in either complete or N-
deficient medium. N-deficiency led to enhanced or reduced susceptibility depending on plant
genotype. Focusing on four genotypes displaying contrasted responses we determined the
impact of N-deficiency on plant growth and shoot N concentration and performed expression
analyses on N- and defence-related genes as well as quantification of soluble phenolics and of
root contents in different amino-acids. Our analyses suggest that N modulation of plant
resistance is not linked to plant response to N deprivation nor to mechanisms previously
identified to be involved in plant resistance. Furthermore our studies highlight a role of

glutamine in mediating susceptibility to A. euteiches in M. truncatula.
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INTRODUCTION

Nutrients are essential for growth and development of plants and microorganisms and
are also recognized as important factors in the fate of plant pathogen interactions (Dordas, 2008;
Fagard et al., 2014; Mur et al., 2016). Among the different nutrients, nitrogen (N) plays a
particularly important role. Indeed, N constitutes approximately 2-5% of dry matter, making it
quantitatively the most important element in plants. Agronomical data indicate that, in addition
to their impact on yields, the quantity and quality of N supply can impact the plant’s ability to
cope with pathogen attacks, leading to enhanced or decreased resistance. There is, however, no
general rule on the outcome of N fertilization on disease severity. For example, in potato, N
supply leads to opposite results depending on the pathogen models (Mittelstrass, 2006). These
differences could be correlated, in part, with the pathogenic lifestyle (biotrophic or
necrotrophic). Other factors could be involved in the modulation by N of plant resistance to
pathogens such as plant capacity to mobilize N and/or synthesize defence compounds (Ballini
etal., 2013; Dietrich et al., 2004). Moreover, a recent study indicated that the form of N (nitrate
or ammonium) affected defence responses and resistance to bacterial infection in tobacco
(Gupta et al., 2013). Finally, N can quantitatively and qualitatively affect pathogen virulence
and pathogen nutrition in planta (Snoeijers et al., 2000). Taken together, these data indicate
that N supply can affect plant resistance. However, the underlying mechanisms remain in
general unclear.

The different steps involved in N metabolism have long been studied and many of the
corresponding proteins have been characterized (Masclaux-Daubresse et al., 2010).
Interestingly, the contribution of several of these proteins to plant defence has been highlighted
recently. Arabidopsis mutants affected in different steps of N transport and assimilation, such
as the nitrate reductase (NR) double mutant (nial nia2) (Modolo et al., 2006; Oliveira et al.,
2009), the high affinity nitrate transporter NRT2.1 (Camaries et al., 2012) and the putative
nitrate transporter NRT2.6 (Dechorgnat et al., 2012) mutants, were all found to display an
altered sensitivity to pathogens. Conversely, pathogens modulate the expression of genes or
the activity of enzymes involved in N transport (specific members of the NRT2 or AMT1/2
families), N assimilation (NR or GS2), N remobilization (GS1), and in amino acid metabolism
(Fagard et al., 2014).

Amino acid contents and their relative concentrations are modified during plant-
pathogen interactions (Fagard et al., 2014; Zeier, 2013). Different explanations can be proposed

to interpret these modifications. Amino acids (per se or as precursors of defence molecules)
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represent an important resource for setting up induced resistance in plants. Amino acids
constitute also a nutrient source that is crucial for pathogens survival and propagation and
studies showed that pathogens prefer specific amino acids to inorganic N (Pellier et al., 2003;
Solomon et al., 2003). Modification of plant amino acid composition could therefore represent
a plant defence strategy which could lead to N deprivation for pathogens through for instance
N remobilization from diseased tissues to healthy parts (Olea et al., 2004; Tavernier et al.,
2007). Alternatively pathogens, through co-evolution, could adapt their preference to amino
acids accumulated in infected plants or could manipulate plant N metabolism, inducing the
accumulation of favorable amino acids at the infection site (Solomon and Oliver, 2002). The
links between amino acid metabolism and plant resistance were reinforced by results showing
that A. thaliana lines impaired in the LHT1 amino acid transporter (Liu et al., 2010) or over
expressing the pepper ASPARAGINE SYNTHETASE1 gene (CaASl1) (Hwang et al., 2011)
exhibited enhanced resistance to P. syringae.

Finally, modulation of N metabolism could impact molecular defence responses. For
instance nitric oxide and reactive oxygen species levels are altered in response to N deprivation
(Schachtman and Shin, 2007; Thalineau et al., 2016). Salicylic acid (SA) levels and SA-
mediated defences, mainly linked with redox state, are also dependent on N nutrition (Gupta et
al., 2013; Yaeno and Iba, 2008). Transcriptome analyses have further highlighted that the
expression of genes involved in the response to biotic stress (such as MPK3, MPK?7, peroxidase-
and R protein- encoding genes) is affected by N limitation in Arabidopsis (Peng et al., 2007).

Parasitic oomycetes cause severe diseases on many crop plants. Aphanomyces euteiches
is a pathogenic oomycete responsible of root rot in pea and a number of other legumes (Gaulin
et al., 2007) and is considered as the most limiting factor for legume production. Resistance to
A. euteiches has been investigated in legumes and particularly in the model plant, Medicago
truncatula. The reaction of M. truncatula lines to A. euteiches infection varied from
susceptibility to resistance (Djébali et al., 2012; Vandemark and Grinwald, 2004). Comparative
analyses of susceptible (F83005.5) and tolerant (Al7) genotypes indicated that resistance
mechanisms include protection of the central cylinder against pathogen invasion, associated
with frequent pericycle cell divisions, lignin deposition, and accumulation of soluble phenolic
compounds (Djébali et al., 2009; Djébali et al., 2011). These results were corroborated by
genetic studies. A major locus associated with resistance to A. euteiches, namely AER1, was
identified (Pilet-Nayel et al., 2009) and confirmed by a genome-wide association study , which
identified two major independent loci on top of chromosome 3, one of which co-localized with
prAel (formerly named AER1) (Bonhomme et al., 2014). The functional role of the prAel
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locus was investigated recently by (Badis et al., 2015) using two near-isogenic lines, NR and
NS, partially resistant and susceptible, respectively, differing in the allelic state of prAel.
Transcriptomic and biochemical analyses demonstrated the significant role of secondary
metabolites, particularly of flavonoids in resistance and identified a chalcone-derived
compound as a potent inhibitor of A. euteiches.

The aim of this work was to study the effect of N nutrition on M. truncatula resistance to
A. euteiches. Ten genotypes of M. truncatula, including the core collection CC8, were grown
in vitro on complete or on nitrate-deficient medium (N@). Parameters related to plant growth
and root development as well as relevant indicators of M. truncatula resistance to A. euteiches
were scored. N-deficiency led to contrasted responses of the different genotypes to A. euteiches,
resulting either in enhanced or lowered resistance of plants to the pathogen. To understand how
N@ leads to contrasted behaviors between M. truncatula genotypes, we focused our
investigations on four genotypes to perform biochemical (soluble phenolics and amino acid
quantification) and molecular analyses (genes expression related to N metabolism or involved
in defence responses). Our analyses suggest that N modulation of plant resistance is not linked
to plant response to N deprivation nor to mechanisms previously identified to be involved in
plant resistance. Furthermore our studies highlight the importance of GIn in enhancing plant

susceptibility to A. euteiches.
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MATERIALS AND METHODS

Plant growth and inoculation by A. euteiches

Ten M. truncatula genotypes belonging to the core collection CC8 (INRA, Montpellier)
(Jemalong-Al17, F83005.5, DZA045-6, SA022322, SA028064, SALSES71B, ESP105.L,
DZA315-16 and DZA012-J) and R108, were used in this study. The seeds of M. truncatula
were scarified according to (Djebali et al., 2009). After overnight at 4°C, seeds were germinated
in phytochambers with 16 h light 350 pmol m=2 st at 23°C /8 h night cycle at 21°C. One day
after germination, seedlings were transferred to square plates (12 cm x 12 cm) containing a
modified M medium (Bécard and Fortin, 1988). This modified medium was enriched in
phosphate (1.3 mM final concentration) without sugar and contained either 3.2 mM nitrate
(complete medium) or no nitrate (NO medium). After sealing with parafilm and protecting roots
from light with aluminum foil, plates were placed vertically in the culture chamber (16 h light
350 umol m~2 st at 23°C/8 h night cycle at 21°C) for 7 days. The strain Aphanomyces euteiches
Drechs. ATCC 201684 was used to inoculate seeds one day after germination. Zoospores were

produced as described in Rey et al., (2013) and roots were inoculated with 500 zoospores.

Symptoms annotations and root architecture analyses

Effects of inoculation and N deficiency were scored after 10 d or 21 d of culture by
determining plant growth and development parameters (root and shoot biomass, primary root
length, secondary root number and length) and disease symptoms (dead plants, % yellow
cotyledons, stem necrosis, % primary root browning and ELISA test).

Root system architecture was analyzed on scans of plates containing seedlings grown
for 10 d on complete medium or N@ medium in the presence or not of A. euteiches, using the
ImageJ software (Schneider et al., 2012) to measure the primary root (RI1) length, lateral root
(LR) length and density (which is the average number of LRs per cm RI). For each experiment,

about 20 seedlings per genotype and per condition were analyzed.

Assessing infection by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Assessment of A. euteiches development in roots was performed by ELISA using a
rabbit polyclonal serum raised against A. euteiches and a mouse anti-rabbit IgG alkaline
phosphatase conjugate as described by Slezack et al., (1999) on protein extracts obtained from

roots from pooled plants. Alkaline phosphatase activity was monitored by following the
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increase in absorbance at 405 nm during 2-3 h and is expressed as the slope of the obtained
curve per mg root fresh weight.

RNA extraction, reverse transcription and quantitative PCR on transformed roots

Total RNA was extracted from transformed roots using TRIzol® Reagent (Life
technologies) according to the recommendations of the manufacturer. For qPCR, RNAs (0.5-
1ug) were reverse transcribed in a final volume of 20 pL in the presence of RNasin (Promega,
Charbonniéres, France), and oligo(dT)is, with MMLV reverse transcriptase (Promega,
Charbonniéres, France) as recommended by the manufacturer.

Quantitative PCR was performed on reverse-transcribed RNAs on four independent
biological replicates per condition for two independent plant cultures. Quantitative PCR
reactions were performed in the ABI PRISM 7900 apparatus (Applied Biosystems®, Saint-
Aubin, France) in a final volume of 15 pL using Absolute SYBR green ROX Mix (Thermo
Scientific, Surrey, UK), 0.3 uM of gene-specific primers and 5 pL of cDNA template diluted
60-fold. . Reference gene used for normalization was MtEFIa. Expression levels were
calculated by determining the ACt between test and reference gene (ACttest gene-reference gene). FOr
MIEFla, average Ct in all experiments was equal to 15 cycles. As a total of 40 cycles were
performed for qPCR analysis, a gene was considered as not expressed if ACttest gene-reference gene
> 25. Therefore, gene expression was quantified by the parameter 25-ACttest gene-reference gene,
which is higher when test gene is more highly expressed. Primers used for gPCR all displayed
a high amplification efficiency (90-100%) and their sequences are listed in Supplementary
Table 1. Results were displayed using the MeV software (v4.6, TIGR).

Soluble phenolics and amino acid quantification

Soluble phenolics quantification was performed on 100 mg root fresh weight according
to (Singleton et al, 1965) using the Folin-Ciocalteu reagent and ferulic acid as a reference
standard.

Amino acid quantification was performed according to (Jubault et al., 2008) by
extracting 10 mg freeze-dried roots in 400 pl of a 100 uM DL-3-aminobutyric acid solution in

methanol.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed using one or two-way analysis of variance

(ANOVA) followed by Fisher’s test. Data were considered as significantly different for p <
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0.05. The principal component analysis (PCA) and Monte Carlo test were performed, using the
statistical ade4dTkGUI software, to integrate the different measurements of plant development

and susceptibility to A. euteiches.
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Supplementary Fig. S1: Plants experience N-deficiency on NO medium
NO3_ content in shoot at 10 days (A), total biomass at 10 days (B), shoot on root ratio at 10 days (C)

and percentage of total nitrogen at 14 days (D) in A17 genotype cultivated on complete medium (black
bars) or N@ medium (grey bars). Data from a representative experiment are shown. Error bars indicate

standard error (n = 4 for NO3_ content and total biomass, n = 16-20 for shoot on root ratio; n = 4-6 for

% total nitrogen). Asterisks denote significant differences (p < 0.05).
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; ‘;g . Fig. 1: Susceptibility of the A17 genotype to A. euteiches
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0 significant differences (p < 0.05). Data from a representative
. . experiment out of four independent experiments are shown.
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RESULTS

N-deficiency enhances the resistance of the A17 genotype to A. euteiches

To assess the effects of N nutrition on the interaction between M. truncatula and A.
euteiches, the A17 genotype was grown in vitro for 10 to 21 days on two media: a complete
medium (containing 3.3 mM nitrate as sole N source) and a nitrate-deficient medium (NQ). On
N@ medium, the first symptoms of N-deficiency (plant growth parameters) were observed after
10 days culture compared to plants cultivated on complete medium. Significant differences in
plant N content appeared later after 14 days of culture (Supplementary Fig. S1).

On NO medium, the A17 genotype was less affected by A. euteiches compared to
complete medium, as it displayed a lower percentage of symptomatic tissues (stem and root
browning) (Fig. 1A). Moreover, a significantly lower level of pathogen was detected in roots
by ELISA (Fig. 1B) using a polyclonal antibody raised against A. euteiches (Slezack et al.,
1999). This was correlated with a decrease in the expression of A. euteiches Tubulin (AeTUB)
gene (Fig. 1C). Thus, A17 was more resistant to A. euteiches on NO medium compared to
complete medium.

We verified whether this NO-induced resistance (NJ-IR) was due to the fact that A.
euteiches virulence was affected by N-deficiency. For this purpose, we measured AeCRN13 and
AeCRN5 expressions, two CRN candidate effectors identified through a transcriptomic
approach on A. euteiches (Gaulin et al., 2008; Ramirez-Garcés et al., 2016). When normalized
to MtEF1 expression, a significantly lower expression of these effectors in inoculated roots was
evidenced in N than in complete medium (Fig. 2A), due possibly to the lower infection of
roots by A. euteiches on N medium. Indeed, no difference in CRN expression between
complete medium and NO medium was observed when AeCRN13 and AeCRN5 gene
expression levels were normalized with AeTUB gene (Fig. 2B). Thus, these results indicate that
N-deficiency does not affect the expression of the CRN13 and CRN5 effectors and A. euteiches

virulence.
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Fig. 3: Nutrition and genotype effect on plant susceptibility to A. euteiches

(A) Susceptibility of different genotypes of M. truncatula (A17, F83005.5, DZA045-6,
SA022322, SA028064, SALSES71B, ESP105.L, R108, DZA315.16 and DZA012.J) under
contrasted N availability (complete medium in blue and N-deficient medium N@, in orange)
was compared by principal component analysis (PC1 explains 44% of variance). (B) Circle
of correlations showing that the negative side of axis PC1 is highly correlated with genotype
susceptibility to A. euteiches (ELISA, root and stem browning). Data from a representative
experiment out of three independent experiments are shown. The four genotypes selected
for their contrasted responses are highlighted in bold.
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N@ effects on M. truncatula-A. euteiches interaction are dependent on plant genotype

To study whether N-deficiency impacted similarly the behavior of other genotypes of

M. truncatula to A. euteiches, we extended our initial experiments to nine other genotypes.
As for A17, stem and root browning were assessed and root infection was measured by ELISA
test. Plant growth and root architecture parameters were also determined as relevant indicators
of M. truncatula resistance to A. euteiches. Principal component analysis (PCA) was performed
using these different parameters (Bonhomme et al., 2014).

The figure 3 corresponds to a representative PCA of three independent experiments.
ELISA, root and stem browning were positively correlated with each other and negatively
correlated to growth parameters such as shoot biomass. PC1, which captured 44% of the
variance, represents a “synthetic” measurement of plant resistance to A. euteiches. So, more a
genotype is on the negative side of this axis, more it is susceptible to the pathogen. First, the
results show that on complete medium the different genotypes display different behaviors:
F83005.5 and SA028064 represent respectively the most susceptible and the most resistant
genotypes while the other genotypes display intermediate levels of resistance. Secondly,
interestingly, N-deficiency affects plant susceptibility to A. euteiches differently according to
genotype. Genotypes could be classified into three groups: genotypes more resistant on N@
(N@-IR for N@-induced resistance) including A17, genotypes more susceptible on N& (N3-IS
for N@-induced susceptibility) and genotypes whose resistance was not affected on N@ (Fig.
3).

We focused on four genotypes which showed reproducibly a significantly different
response to N-deficiency, the N@-1S genotypes F83005.5 and SA022322 on the one hand, and
the N@-IR genotypes A17 and DZA045-6 on the other hand (Table 1). The DZA315-16
genotype which displayed a very strong increase in resistance on N@ medium (Fig. 3) was not
chosen as its response to N-deficiency was too marked compared to the other genotypes and
could therefore not represent adequately the processes involved in N modulation of plant
immunity in the majority of the other genotypes. To understand why N&@ medium impacted
differently the four genotypes’ resistance to A. euteiches, we quantified soluble phenolics as
well as amino acids and analysed the expression of genes involved in N metabolism and defence
in roots. These analyses were performed at 10 days of culture, a timepoint when N-deficiency
is already effective (Supplementary Fig. S1).
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Genotypes PCl NG = PClcompIete* BehaViOI‘
DZA045-6 1.78

Ng-IR
Al7 1.02
SA022322 -0.71°

N@-IS
F83005.5 -0.76"

Table 1: Classification of the 4 selected genotypes according to the modulation of their
resistance to A. euteiches by N-deficiency.

*Statistical analyses were performed on the difference between the PC1 value obtained on
N@ and the PC1 value obtained on complete medium in three independent experiments.
Letters indicate significant differences (p < 0.05).

(Mg.mg~' FW)

F83005.5 SA022322 A17 DZA045-6

NQ-IS NGJ-IR

Complete medium
[ ] Complete medium + A. euteiches

W No

|| N@ + A. euteiches

Fig. 4: Infection by A. euteiches and N-deficiency increase phenolic compounds in M.
truncatula roots

Concentrations of soluble phenolics in roots of the four M. truncatula genotypes F83005.5,
SA022322, A17 and DZA045-6, at ten days of culture. Plants were cultivated in vitro for
ten days on complete medium or N@ medium and inoculated or not with A. euteiches. FW
= fresh weight. Error bars indicate standard errors (n = 4) and letters indicate significant
differences (p < 0.05). Data from a representative experiment out of three independent
experiments are shown.
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N-deficiency lead to changes in secondary metabolism and defence gene expression

We firstly determined the concentrations of soluble phenolic compounds in roots (Fig.
4). Inoculation by A. euteiches led to a significant increase in soluble phenolic concentrations
for all genotypes. Similarly, N-deficiency increased the basal concentration of soluble phenolics
and the combination of both N-deficiency and inoculation by A. euteiches led to the highest
concentrations of these compounds (Fig. 4).

To study further the contribution of secondary metabolism to plant resistance we
analysed by gRT-PCR the expression of genes encoding phenylalanine ammonia-lyases (PAL1
and PAL2), chalcone synthases (CHS1, CHS2) and a caffeate-O-methyltransferase (COMT1).
In addition we studied the expression of defence-related genes MtPR10, MtCCNBS, MtLOX
encoding respectively a protein of the pathogenesis-related 10 family, a disease resistance
protein and a lipoxygenase (Badis et al., 2015; Nars et al., 2013). Some of these secondary
metabolism and defence genes were identified as higher expressed in partially resistant (NR)
than in partially susceptible (NS) near-isogenic lines and could contribute to plant resistance
(Badis et al., 2015). Figure 5A displays the average expression levels of these genes using the
MultiExperiment Viewer (MeV) software (v4.6, TIGR). A general trend was highlighted for
the MtPAL1, MtPAL2, MtCOMT1 and the defence-related genes. On complete medium, their
basal expression levels (e.g. in the absence of pathogen) were in general correlated with plant
resistance to A. euteiches : the most sensitive genotype (F83005.5, Fig. 3) displayed the lowest
and the most resistant genotype (DZA045-6, Fig. 3) displayed the highest expression levels of
these genes (Fig. 5A, Supplementary Fig. S2). Inoculation by A. euteiches increased the
expression levels of these genes in most genotypes leading to the highest levels in the most
resistant genotype DZA045-6. On N medium, the N@-1S genotypes displayed a significantly
increased basal expression of these genes, though they were more susceptible to A. euteiches in
these conditions (Fig. 5A, Supplementary Fig. S2). Conversely the NG-IR genotypes displayed
in general no significant change or even a decrease in the basal expression of these genes on
N@ despite their being more resistant when experiencing N limitation (Fig. 5A, Supplementary
Fig. S2). Thus, though for most of these genes a good correlation between their basal expression
levels and plant resistance could be made on complete medium, this correlation was lost on N@
medium. Therefore genes contributing possibly to resistance to A. euteiches in complete

medium appear not to determine resistance under N-deficiency.
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Fig. 5: Expression analysis of secondary metabolism and defense genes (A) and N-
related genes (B) in the four selected genotypes

Gene expression levels were determined using MtEF1 as reference gene in the four M.
truncatula genotypes, F83005.5, SA022322, A17 and DZA045-6, roots after ten days of
culture on complete medium or N@ medium and inoculated (+) or not (-) with A. euteiches.
Expression data were visualized using the MultiExperiment Viewer (MEV) software. Color
scale limits were the lowest (blue) and highest (yellow) expression levels for either all the
secondary metabolism/defense genes or for all the N-related genes.

26-ACt

F83005.5 SA022322 A17 DZA045-6 F83005.5 SA022322 A17 DZA045-6

N@-IS N@-IR N@-1S NG-IR
Complete medium

|:| Complete medium + A. euteiches

B no

D NG + A. euteiches

Supplementary Fig. S2. Secondary metabolism and defense related-genes are
differentially expressed between NO-IS and NO-IR genotypes
Relative expression levels of MtPAL2 (A) and MtCOMT1 (B). Plants were cultivated in vitro
for ten days on complete medium or NO® medium and inoculated by A. euteiches. The
experiment was performed on four genotypes (F83005.5, SA022322, A17 and DZA045-6).
Error bars indicate standard error (n = 4) and letters indicate significant differences (p <
0.05).
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N-deficiency leads to genotype-specific responses and highlights the low N-
responsiveness of DZA045-6

To assess whether N@-IR could be linked to an induction of plant defences due to N
stress, we analysed the response of the four genotypes to N-deficiency at the growth and gene
expression levels. As shown in Supplementary Fig. S3, N-deficiency affected all genotypes
resulting in lower shoot biomass compared to complete medium at 10 and 21 days of culture
(Supplementary Fig. S3A and B) and lower shoot N concentrations at 21 days (Supplementary
Fig. S3C). No effect of genotype could be evidenced on N concentration. Shoot biomass,
however, responded to N-deficiency differently depending on plant genotype (Supplementary
Fig. S3). At 21 days of culture, the highest decrease in shoot biomass upon N-deficiency was
observed for SA022322 and the lowest decrease for F83005.5, highlighting thereby that these
two genotypes responded differently to N-deficiency despite displaying both N@-1S.

We analysed the expression of genes involved in N metabolism: MtNIAL and MtNIA2
which encode two isoforms of nitrate reductase, MtNRT2.1 and MtNRT2.3 which encode nitrate
transporters (Pellizzaro et al., 2015), MtGS1la, MtGS1b and MtGS2a genes which encode
respectively the two cytosolic, and the major plastid-located glutamine synthetase enzymes
(Seabra et al., 2013). We also studied the mRNA levels of the MtLBD38 gene, a putative
homolog of the Arabidopsis nitrate-induced AtLBD38/37 genes which affect N responses in
Arabidopsis (Rubin et al., 2009).

Quantitative RT-gPCR analyses were performed in M. truncatula roots after 10 days of
culture to assess whether the four genotypes expressed differentially these genes. Two main
conclusions can be drawn from the data displayed in Fig. 5B. Firstly, the F83005.5, SA022322
and A17 genotypes can be discriminated in complete medium from the DZA045-6 genotype
based on the expression profiles of several nitrate-regulated genes (MtNRT2.1, MtNIA1 and
MtLBD38). These nitrate-regulated genes display a strongly reduced basal expression level (at
least 4 fold lower) in DZA045-6 (Fig. 5B, Supplementary Fig. S4A). This altered response to
nitrate of DZA045-6 was confirmed by its reduced sensitivity to chlorate, a toxic analog of
nitrate, compared to the three other genotypes (Supplementary Fig. S4B). Secondly, on
complete medium for the N@-IS genotypes, inoculation led to a significant increase of MtGSla
and MtGS1b (but not of GS2a) mRNA levels which was not observed in N@-IR genotypes in
complete medium. Therefore our developmental and gene analyses did not highlight N
responses specific to N@-IS or N@-IR genotypes apart from GS1 induction in inoculated roots

of N@-IS genotypes on complete medium.
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A. euteiches infection induces higher concentrations of specific amino acids in N&-
IS genotypes than in N@-IR genotypes.

To analyse more precisely whether the four selected genotypes differed in their N
economy, the concentrations of different amino acids in roots were determined in the different
genotypes after 10 days culture on complete medium or on N@ in the presence or not of A.
euteiches (Supplementary Table S2). In non-inoculated roots, cultivation on N&@ medium led to
marked changes in amino acids concentrations. We observed a significant decrease in the
concentration of total amino acids on N@ medium in A17 and DZA045-6, the two genotypes
showing N@-IR (Supplementary Fig. S5A). Six amino acids (Gln, Arg, Lys, Tyr, Met, Trp)
showed interesting profiles as they responded to A. euteiches, differently according to
genotypes (Fig. 6). In complete medium, upon inoculation, a significant increase of these six
amino acids was observed in F83005.5 and SA022322 (N@-IS genotypes) whereas a lower
increase or no significant change was observed in the N@-IR genotypes (A17 and DZA045-6),
resulting in about 2-3 fold lower contents of these amino acids in the latter genotypes when
inoculated (Fig. 6A, Supplementary Table S2). In N@ medium the profiles of these amino acids
changed due in particular to an enhanced basal level of the minor amino acids Lys, Tyr, Met
and Trp in F83005.5, SA022322 and Al17 but not in DZA045-6, stressing again the altered N-
response of the latter genotype (Fig. 6B). The enhanced basal levels of these amino acids in N@
medium in the former genotypes represent more generally a change in minor amino acid
homeostasis (Supplementary Fig. S5B) already highlighted during N starvation in Arabidopsis
roots (Krapp et al., 2011). On N@ compared to complete medium, induced levels of all six
amino-acids increased in A17 genotype whereas they remained stable or decreased in N@-IS
genotypes except for GIn and Lys which increased significantly in the SA022322 genotype.
Therefore on N@, only GIn and marginally Met levels remained strongly reduced (1.5 to 2 fold
lower) in inoculated N@-IR genotypes compared to inoculated N@-IS genotypes (Fig. 6B).
Thus only GIn (and possibly Met) levels discriminated inoculated N@-IR and N@-1S genotypes
on both complete and N-deficient media with high levels of GIn correlated with lower levels of
resistance. Based on these results and literature reporting a specific role of Gln in plant pathogen
interactions (Liu et al., 2010; Tavernier et al., 2007), we decided to investigate the involvement

of this amino acid in A. euteiches infection and plant resistance.
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Figure 6: Root contents on complete medium (A) and NO medium (B) in the six
specific amino acids that are induced by A. euteiches in NO-IS genotypes on complete
medium

Amino acid quantification was performed on four genotypes (F83005.5, SA022322, Al7
and DZA045-6). Plants were cultivated in vitro for ten days on complete medium or N@
medium and inoculated (+) or not (-) by A. euteiches. Amino acids were measured on three
biological replicates. The percentage of the average level of each amino acid is displayed for
the four selected genotypes in each condition. The color scale limits were 30% (blue) and
220% (yellow) of the root amino acid average content.
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GIn is a mediator of M. truncatula /A. euteiches interaction

To test the effect of GIn on plant susceptibility to A. euteiches we tested whether adding
GIn to plant culture medium would induce susceptibility in a condition where normally plant is
resistant. For this we cultivated the N@-IR genotype A17 on the N&@ medium supplemented
with GlIn as sole N source. We observed an increase of root infection of A17 in this case
compared to N@ medium, but also compared to complete medium containing nitrate (Fig. 7A).

Conversely we tested whether reducing M. truncatula susceptibility to A. euteiches was
correlated with a decrease in GIn levels. For this we treated the N@-1S genotype (F83005.5)
with B amino-butyric acid (BABA), a non-protein amino acid known to prime plant response
to biotic stress (Conrath et al., 2002). We observed that BABA treatment decreased
susceptibility to A. euteiches (Fig. 7B) concomitantly with a significant decrease in endogenous
GIn content (- 50 %) in plant infected by A. euteiches. Interestingly, as previously reported in
another biological model (Wu et al., 2010), the addition of GIn reversed partially the protection
effect of BABA (Fig. 7B). Therefore these experiments highlight a role of GIn in M.

truncatula/A. euteiches interaction.
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F83005.5 SA022322 A7 DZA045
complete complete complete complete
°°"‘§'e‘e medium +A. NG '\f .*hA' °°m§'e‘e medium +A.  N@ ;l‘zi;;s ik d‘;:fr:‘e medium +A.  N@ E’:Zi;h’:'s C;Z‘g'uer:f medium + A, N@ e':f;;h/;'s
medum euteiches suteiches medum euteiches euteiches euteiches
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faspartate 345 338 e 2,35 2,500 et 1.9% 3.2 2.gobcds 380 1% 1780 3,155 37 2,150 2
Glutamate 6,75 720 v 5 bose! 5 ot 5, gesset 44 6,40 5,456t 750 4t 4,90 6,495 7 Lg% 470
[Threonine 11.4° 11° 16.2% 12,8 12.8% 115° 19.3* 1.7 1.9° 21 25 16° 9 9.3 9.7 124
Alpha-Alanine 29® ki 270 25" 287 25% 2.7 39 28" 3,3 35" 35" 367 28" 2,67 22
GABA 2,gabed 1,800 PRL 1,00 3,130 1,805 2,280 38b0 338 2,534 2,93508 2 42b02 3,95 1,gebo? 1,69 1,49
oroline 180 17 e 75 06 1 qeece 1e 20° 0.8° 1 pueae {ete 160 1 goeae 1.300e 1, gue 1,40
Lysine 0,57 2,5% 1,1 2,5 0,74 2,25 1,7°%. 34" 0,6° 1.4%7 b 245 0,91 1,290 1,18 1,4%
[Tyrosine 0.6 16 0,79 13 0.3 ;00 0,5° 1.2 04 0,9 0,g%% Pk 05 0,75 0,7%f 0,6%f
[Methionine 0,201 04° 0,3 04° 0,29 04° 0,3 0,4 0,1¢ 0,2 0,3%% 0,3%¢ 0.2%¢ 0.2¢ 0,3 0,35

aline 1.7 2,30 . ghecet 2,50 1 751a 2 gt 33 13 1geta 24w 1,8 1.5 1,56 15 148
isoleucine 08 ;400 1.9° 1,704 07 A 20 1,8% 1,8% 4ot Rl 3,3 17000 0.9° 3 ok Thd
Leucine 0,7 1,300¢ 1,6% 1,40 0,8%¢ 1,30 1,4%¢ 2,3 0,5% 0.8%% 1,9%® 1,370 0,79 0,78 19 0,8%%
Phenylalanine 0.5%% 0,6t 0.8° 0.6 04° 0.6 0.7 0,6V 0,50 07" 0.7 08" 0% 0.4¢ 045 04"
Hrryptophane 0,58 1,800 1,201 e 069 1,9 1 gt P 0.4 4 gt 4700 3 0.4 0.0 0,54 1,48

ND-1S NG-IR

Supplementary Table 2. Modification of root amino acid concentrations in response
to A. euteiches and to N-deficiency.
Amino acid quantification was performed on four genotypes (F83005.5, SA022322, A17
and DZA045-6). Plants were cultivated in vitro for ten days on complete medium or N@
medium and inoculated or not with A. euteiches. Amino acids were measured on three
biological replicates. Values are expressed in umol per gram dry weight. Letters indicate
significant differences (p < 0.05).

Detection of A. euteiches by Fig. 7: Glutamine effect on susceptibility to
ELISA in A17 roots A. euteiches

> 2 a Quantification by enzyme-linked

L 18 2 immunosorbent assay (ELISA) of A.

g 1 b . euteiches in root extracts. (A) A17 genotype

E05 % c was cultivated in vitro for three weeks on

< 0 EEE complete medium, N@ medium or glutamine
Complete Ng Glutamine

edium medium and inoculated with A. euteiches.

B (B) F83 genotype was cultivated in vitro for
Detection of A. euteiches by three weeks on complete medium with 200
ELISA in F83 roots UM of BABA or not, or complete medium +

5 2:50 a 200 pM of GIn and 200 uM of BABA or not.
a

L 2,00 Background signal from control non-
g’?gg ».8aga  inoculated roots was subtracted from the
L b

£ 50 b =+BABA Signal detected in inoculated roots. Error
8 C - - —
< 0,00 — ﬁ_ bars indicate standard error (n = 6 for ELISA
Camplale Complere tests) and letters indicate significant
medium medium + GIn |
differences (p < 0.05). Data from a
representative experiment out of three (A)
and two (B) independent experiments are
shown.
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DISCUSSION

Many studies indicate the role of N (N) one the interaction between a plant and a
pathogen but its effects are not clear and conflicting results were reported. In our study we
observed that N availability affects M. truncatula susceptibility to the hemibiotrophic oomycete
A. euteiches. This result was not linked, however, to the pathogen lifestyle but to plant genotype.
For instance, we observed (1) genotypes that become more susceptible to A. euteiches on N&
(e.g. F83005.5 and SA022322, referred to as N@-1S genotypes) and (2) genotypes that become
more resistant to A. euteiches on N@ medium (e.g. A17 and DZA045-6) compared to complete
medium, referred to as N@-IR genotypes.

On complete medium SA02864 displayed the highest resistance and F83005.5 the
lowest while A17 displayed intermediate resistance but lower than DZA045-6 (Fig. 3). Though
the exact classification of the different genotypes can differ depending on the experimental
conditions, this classification is similar to that found by others (Bonhomme et al., 2014),
confirming thereby the relevance of our assessment of resistance to A. euteiches. No correlation
could be made, however, between genotype resistance on complete medium and its behavior
on N@ medium (N@-IS or N@-IR). For example R108 and DZA045-6 showed a similar
resistance to A. euteiches in complete medium (Fig. 3), yet the former genotype displayed N&-
IS while the latter displayed N@-IR.

We proposed different hypotheses to explain the genotypic variability of N
modulation of Medicago truncatula resistance to A. euteiches.

First, we tested whether N modulation of plant resistance could be linked to a genetic
variability of the regulation by N of plant defence response. We analysed the contribution of
soluble phenolic compounds which play an important role in resistance to A. euteiches. Indeed,
(Djébali et al., 2011) showed that the difference in resistance between A17 and F83005.5
genotypes could be explained, in part, by an increase in soluble phenolics at 3 dpi in infected
A17 roots which does not occur in the sensitive F83005.5 genotype. Furthermore secondary
metabolites, in particular phenylpropanoids and flavonoids, accumulate during low N nutrition
(Fritz et al. 2006) and could thus play a role in N@-IR. Quantification of soluble phenolics did
not highlight significant differences between genotypes. It is possible that at this stage where
N-deficiency occurs (10 d of culture), the differences in levels of soluble phenolics occurring
at an earlier stage (3-6 dpi,(Djébali et al., 2011)) between tolerant and susceptible genotypes
are overridden by developmentally- and N-deficiency-induced increases in soluble phenolics.

However, analysis of the expression of genes involved in secondary metabolism or in defence
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(Figure 5A) highlighted that their expression levels were correlated in many cases with plant
resistance level on complete medium and confirmed the potential importance of these genes as
stressed in the analysis of NR and NS near isogenic lines (Badis et al., 2015). Our data show in
addition that the expression of these genes is modulated by N-deficiency, but no correlation
was observed between gene expression and genotype resistance on N&@ medium, suggesting
also that mechanisms leading to N@-IR and N@-IS do not involve the same genes.

Second, these contrasted behaviors in response to A. euteiches in N@ medium could be
due to differences in plant capacity to use efficiently N from the culture medium and/or to
mobilize its N resources upon N-deficiency. To our knowledge, only a few studies have
reported the effect of plant genetic diversity on the modulation of resistance by N. In rice,
(Ballini et al., 2013) have shown that high N input increases susceptibility against Magnaporthe
oryzae. They addressed the question of N induced susceptibility (NIS) polymorphism across
rice diversity and suggested a possible link between N Use Efficiency (NUE) and NIS such that
genotypes with high NUE displayed high NIS levels and vice-versa. In order assess this link,
we measured parameters associated with NUE (Shoot biomass and shoot N concentration) and
monitored the expression of genes involved in nitrate transport and assimilation/regulation
(NRT2.1, NIA and LBD38) as well as chlorate resistance in the four M. truncatula contrasted
genotypes and determined amino acid levels and composition in the different genotypes
cultivated in different conditions. Though all genotypes responded to N starvation, the
modalities of plant adaptation to this nutritional stress varied. Indeed, these different analyses
set clearly the DZA045-6 genotype apart from the other genotypes as it displayed lower
expression of nitrate-related genes on complete medium and strongly reduced amino acids
changes in response to N-deficiency, suggesting an altered response to nitrate and N deprivation
compared to the other genotypes. A more thorough characterization of the DZA045-6 genotype
would be of interest to assess the importance of altered N response in different processes
including the setting up and regulation of symbioses.

N@ medium affected the different N-related parameters but no significant differences
discriminating between N@-IR and N@-IS genotypes were observed. In particular, as
mentioned, above though the DZA045-6 was N@-IR like the Al7 genotype it displayed an
altered response to nitrate compared to A17 (Fig. 5B and Supplementary Fig. S4). Likewise the
two N@-IS genotypes F83005.5 and SA022322 displayed respectively the lowest and highest
decrease in shoot biomass upon N-deficiency (Supplementary Fig. S3). These results suggest
that N modulation of plant resistance to A. euteiches is not correlated with plant response to N

availability. This is further supported by the fact that genotypes such as F83005.5 and
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SA028064 displaying a similar response to N availability from ecophysiological studies
(Zancarini et al., 2012) showed a contrasted behavior (N@-IS and N@-IR, respectively) in
response to A. euteiches under N-deficiency (Fig. 3). Taken together, these results indicate that
the genotype-dependent modulation of resistance by N-deficiency could not be explained by
different nutritional strategies of the different genotypes during N-deficiency.

The analysis of amino acid composition highlighted six amino acids (GIn, Arg, Lys,
Tyr, Met, Trp) which were highly induced by infection in N@-1S genotypes but much less or
not at all in N@-IR genotypes in complete medium. Several of these amino acids are involved
in plant defence through the production of nitric oxide and polyamines (Arg, Met), ethylene
(Met), or as substrate (Lys) for the production of pipecolic acid which plays a key role in plant
immunity or as precursors of secondary metabolites (Trp, Tyr). The increase in the latter amino
acids was partly correlated with the increase in root phenolic content in response to A. euteiches.
The enhanced content of Trp/Tyr in infected roots could therefore reflect a metabolic shift
towards both synthesis and metabolism of aromatic amino acids as already reported during
plant-pathogen interactions (Ward et al., 2010). In N@ medium, the differences in these amino
acid levels between inoculated N@-1S genotypes and the inoculated N@-IR genotype A17 were
attenuated for most minor amino acids. Only GIn levels discriminated between N@-IS and N@-
IR genotypes in both N replete and deficient conditions, with high GIn levels associated with
enhanced plant susceptibility.

This positive correlation was further sustained by two other experiments. (1) GIn
provision prevented N@-IR and led even to enhanced susceptibility compared to complete
medium (containing nitrate as sole N source), stressing the specific role of Gln in favoring A.
euteiches infection. (2) Conversely a treatment (BABA) inducing resistance in a N@-IS
genotype was correlated with lower levels of GIn and was partially reverted by adding Gin.

GIn is known to play a role in plant-pathogen interaction. On the pathogen side,
glutamine is well known to be a favorable N source for fungal development in vitro (Tudzynski,
2014) and high levels of GIn in planta could therefore favor pathogen growth. N limitation,
however, was proposed to be a key cue in activating virulence and the switch from biotrophy
to necrotrophy in hemibiotrophic fungi (Pellier et al., 2003; Snoeijers et al., 2000). GIn was
indeed shown to repress fungal virulence in the hemibiotrophic fungus Fusarium oxysporum
and the formation of appressoria, highly specialized infection structures, in the rice blast fungus
Magnaporthe oryzae (Lépez-Berges et al., 2010; Marroquin-Guzman and Wilson, 2015). On
the plant side reports show that the plant metabolic pathways activated during necrotrophic

stage are similar to those induced during senescence (Swartzberg et al., 2007; Tavernier et al.,
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2007). Accumulation of glutamine linked to N remobilization by cytosolic GS in plant host was
proposed to be involved in plant defence in response to Colletotrichum lindemuthianum
(Tavernier et al., 2007) and was correlated with the onset of the necrotrophic phase of the
pathogen. GIn accumulation was proposed to signal to the pathogenic fungus that plant was
translocating N and possibly trigger the onset of the necrotrophic stage. In complete medium,
we did indeed observe a higher accumulation of transcripts of the GS1a and GS1b genes upon
root inoculation in the lines displaying N@-1S, suggestive of the induction of N remobilization
during pathogen infection, but this was not observed on N@ medium for the SA022322
genotype (Fig. 5B). It would be interesting therefore to test whether other types of regulation
affect GS since tyrosine-nitration of GSla has been proposed to control plant-microbe
interactions in M. truncatula (Melo et al., 2011). More recent studies have identified GIn as an
important mediator of plant-pathogens interactions through redox modulation. (Liu et al., 2010)
showed that knocking out a single amino acid transporter gene (LHT1), that uses Gln as a main
substrate, is sufficient to confer resistance of Arabidopsis against a large spectrum of pathogens.
These studies highlighted the specific role of Gln rather than plant N status in plant defence
with Gln-deficiency leading to the activation of plant defence responses by enhancing cellular
redox stress. Our data are consistent with this role of Gln in plant immunity as more susceptible
genotypes displayed higher GIn contents upon infection and conditions favoring GlIn
accumulation increase A. euteiches infection.

The effect of GIn on plant immunity appears to be broad because it decreased also the protection
against A. euteiches conferred by BABA on the susceptible F83005.5 genotype. GIn was
reported to revert a wide range of phenotypes induced by BABA including reduced plant
growth, anthocyanin accumulation, resistance to heat stress and resistance to a bacterial
pathogen (Wu et al., 2010). This reversal was attributed to the alleviation of an amino acid
stress induced by BABA as it is a hon proteinogenic amino acid which cannot be metabolized
by plants. BABA was reported to alter amino acid balance (Luna et al., 2014; Singh et al.,
2010), but whether BABA affected GIn levels was not reported.

In conclusion, in this work we show that N-deficiency affects M. truncatula resistance
to A. euteiches and this is dependent on plant genotype. Mechanisms leading to N@-IR or IS
seem independent of those involved in quantitative resistance (Badis et al., 2015; Djébali et
al., 2011) and of plant perception of N-deficiency. Finally, we have identified GIn as a N source
important for A. euteiches infection. This suggests the role of Gln in a cross-talk between plant
and pathogen but the exact mechanisms involving GIn production and effects on A. euteiches

infection remain unknown.
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Figure 1.25: Graphique représentatif d’une analyse en composante principale
Les génotypes suivants sont représentés sur ce graphique: A17 en vert, F83005.5 en rouge, DZA045-6 en
bleu et SA022322 en orange. Chaque génotype est représenté dans 4 conditions différentes: en milieu
complet (NPS), en milieu complet en présence de 200 uM de BABA (NPS+BABA), en milieu carencé en
nitrate (N@), en milieu carencé en nitrate avec 200 uM de BABA (N@+BABA). Le graphique présenté
correspond a une expérience représentative de deux expériences indépendantes. Les composantes principales
représentées ici ont été obtenues a partir des variables suivantes : taille de la racine 1, taille et nombre de
racines I, biomasse aérienne et racinaire, pourcentages de brunissement de la tige et de la racine | et quantité

d’agent pathogéene (ELISA).
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2.3 Résultats complémentaires: protection par le BABA de M. truncatula a

A. euteiches sur milieu complet ou carencé (NQ)

Les premieéres expériences ont permis de montrer une diminution de la sensibilité¢ d’A17
sur milieu N@ et un effet protecteur du BABA sur la sensibilité de F83005.5 a A. euteiches.
Nous avons alors décidé de réaliser les expériences sur milieu complet (NPS) et carencé en
nitrate (N@), en présence ou non de BABA (200 pM).

L’ ACP présentée ici (Figure 1.25), montre les résultats pour les quatre génotypes dont
les analyses ont été plus poussées (cf. publication). Le graphique rend compte de 56 % de la
variabilité. L’axe F1 est fortement corrélé aux paramétres de sensibilité a A. euteiches, ce qui
correspond au fait que plus un génotype sera situé du coté positif de I’axe F1, plus celui-Ci sera
sensible.

La présence du BABA dans le milieu induit, pour tous les milieux et pour tous les
génotypes, une augmentation de la résistance a 1’agent pathogéne. La protection par le BABA
est trés importante pour F83005.5 et dans le cas du génotype DZA045-6 en milieu Nd, elle
s’accompagne de changements dans 1’architecture racinaire. En effet, en milieu N, une
augmentation du nombre de racines secondaires est observée chez DZA045-6 et celle-ci est
fortement réduite en présence de BABA. Ceci souligne a nouveau que DZA045-6 est a part
pour la réponse a la carence. Nous mettons en évidence, ici, les effets du génotype et du milieu

sur leur protection vis-a-vis d’A. euteiches par le BABA.
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Réduction Oxydation

N — NO* —s N0
NO* Monoxyde d’azote
NO~ Cation nitrosonium
NO- Anion nitroxyle

Figure 11.1: Oxydation/réduction du monoxyde d'azote
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1. Introduction : données bibliographiques

Nous proposons d’étudier dans ce chapitre, les évenements moléculaires intervenant au
cours de I’interaction M. truncatula/A. euteiches et leur modulation par la carence azotée. Nous
nous sommes plus particuliérement intéressés a un médiateur important de I’immunité chez les
plantes, le monoxyde d’azote (NO) et a certaines molécules qui participent a la régulation de sa
concentration et de son activité comme les formes actives de 1’azote (RNS) et aux formes
actives de I’oxygéne (ROS). Nous commencerons ce chapitre par une introduction
bibliographique puis nous présenterons les résultats obtenus. Les travaux menés ont permis la

publication d’un article scientifique en avril 2016.

1.1 Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) a été découvert en 1772 dans 1’air par le théologien et
chimiste anglais Joseph Priestley. C’est un gaz diatomique ubiquitaire, formé d’un atome
d’azote et d’un atome d’oxygene. Le NO a d’abord été trés étudié et décrit chez les animaux
pour étre impliqué dans divers processus biologiques. Les travaux menés depuis les années
1980 ont montré le réle du NO dans la neurotransmission, la vasodilatation sanguine, la
reproduction, I’embryogenése, 1’inflammation, 1’apoptose ou encore I’immunité (Schmidt &
Walter, 1994). Depuis sa découverte, il a été montré que le NO était impliqué dans de
nombreuses réactions chez tous les regnes du vivant. L’étude de role physiologique du NO chez

les plantes et les microorganismes suscite un vif intérét depuis les vingt derniéres années.

L’activité du NO est liée a ses caractéristiques chimiques. Sous sa forme radicalaire
(NO?®), le NO possede un électron orbital, lui conférant ses propriétés réactives. L’oxydation de
ce radical formera le nitrosonium (NO™) ou le gain d’un électron formera le radical nitroxyle
(NO"), chacun de ces composés présentant des propriétés et réactivités propres (Stamler et al,
1992) (Figure 11.1). Pour étre electroniquement plus stable, le NO interagit avec de nombreuses
molécules diverses telles que les lipides, I’ADN et les protéines sur lesquelles il peut engendrer
des dommages. Par exemple, il a ét¢ montré que le NO était capable d’entrainer la déamination
de I’ADN in vitro et in vivo expliquant probablement 1’effet mutagéne du NO (Wink et al,
1991).
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|—|2N\(/|\“_|2+ HQNYNOH HQN\(O
MH MH

NADPH NADPH
SE— - —_— + NO
0, 0,
"HaN COy” "HiN COy” *HaN COy
L-arginine N-hydroxy-L-arginine L-citrulline

Figure 11.2: Transformation de la L-arginine en L-citrulline avec libération de NO

Le NO est synthétisé grace aux NO synthases qui consomment du NADPH et de 1Oz, pour

oxyder la L-arginine en L-citrulline et NO.

Domaine réductase Domaine oxygénase

Figure 11.3: Fonctionnement générale des NOS animales
Le NADPH est oxydé au niveau du domaine réductase. Les 2 électrons libérés transitent par le
FAD, puis par le FMN, avant d’aboutir dans le domaine oxygénase, qui possede les sites de

fixation de BH4 et de I’héme. Ce flux d’électrons n’est possible qu’en présence de calmoduline

(CAM).
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La réactivité et la durée de vie du NO (1 a 5 s) peuvent étre modulées en fonction de son

environnement (pH, température, statut redox de la cellule...).

1.2 Biosynthese du NO

La production et I’émission de NO dans I’atmosphére par les plantes ont été¢ démontrées
depuis de nombreuses années. Par exemple, Klepper, (1979) a mis en évidence une production
de NO chez le soja traité avec des herbicides inhibiteurs de la photosynthése. Les mécanismes
moléculaires sous-jacents a cette biosynthese chez les plantes, ont été étudiés plus tard. Afin de
mieux comprendre ces mécanismes, nous décrirons dans un premier temps les principaux

systemes de synthése de NO chez les animaux.

a. La synthése de NO chez les animaux

La synthése de NO est assurée par voie enzymatique, via une famille de protéines
appelées oxyde nitrique synthases (NOS). Ces enzymes catalysent la transformation de la L-
arginine en L-citrulline et NO (Figure 11.2). Chez ’homme, trois isoformes de NOS ont été
caractérisées. Deux d’entre elles sont constitutives, les NOS endothéliale (eNOS) et neuronale
(NNOS), et la troisiéme est inductible (iNOS). Ces enzymes nécessitent 1’action de plusieurs
cofacteurs, comme la flavine mononucléotide (FMN), la flavine adénine dinucléotide (FAD),
la calmoduline (CaM) et la tétrahydrobioptérine (BH4) (Figure 11.3). L’activité des eNOS et
nNOS est dépendante de la fixation d’une CaM chargée en Ca?*. Leur activation conduit a une
libération rapide, de courte durée, et faible de NO (pmol/min/mg de NOS), classiquement
associee a des processus cellulaires dans lesquels le NO intervient en tant que molécule signal.
La iNOS peut quant a elle lier une CaM non chargée en Ca?* et conduit & une formation plus
importante et prolongée de NO (nmol/min/mg de NOS), plutdt impliquée dans la réponse
immunitaire ou dans certaines pathologies, pour lesquelles le NO peut intervenir en tant
qu’agent cytotoxique (Beck et al, 1999).

D’autre part, le NO peut étre produit de fagon non-enzymatique par réduction chimique
des nitrates/nitrites (Lundberg et al, 2008). Cette voie de biosynthése est moins décrite que celle
impliquant les NOS et semble étre mise en place dans un environnement acide et/ou réducteur
et en conditions anoxiques, conditions ou I’activité¢ NO synthase arginine dépendante est limitée

(Weitzberg & Lundberg, 1998). Récemment, des interactions ont pu étre mises en évidence
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Reductive pathway Oxidative pathway

g ) Hydroxylamine
Mitochondrial electron RNOH
transport system /
Nos' NOZ-
Nitrate : -
citrulline
Reductase \
NO, . Arginine

'\ l
\ Polyamines

Figure 11.4: Les voies majeures de production de NO chez les plantes

Non enzymatic

(low pH, reducing conditions)

Deux voies principales, I’'une réductrice et ’autre oxydative contribuent a la synthése du NO.
La voie réductrice correspond a la réduction du nitrite (NO2) et implique la respiration
mitochondriale, la nitrate réductase (NR), la nitrite:NO réductase (Ni:NOR) ou encore un
environnement fortement acide ou réducteur (voie non enzymatique). La voie oxydative utilise

comme substrat la L-arginine, des polyamines, ou des hydroxylamines.
Extrait de Moreau et al, 2010
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entre la voie de biosynthése de NO a partir des nitrates/nitrites et la voie eNOS (Carlstrom et
al, 2015).

b. La synthése de NO chez les plantes

L’origine de la production de NO chez les plantes est établie de fagcon moins certaine
que chez les mammiféres. Les voies de biosynthése semblent plus diversifiées et sont

classiqguement identifiées comme oxydatives ou reductrices (Figure 11.4).

¢ Voies oxydatives:

De nombreuses études ont été réalisées afin d’identifier des enzymes de type NOS chez
les plantes terrestres modeles et des arguments expérimentaux sont en faveur de ’existence de
telles enzymes (classiquement nommée NOS-like) (Moreau et al, 2010; Gupta et al, 2011a). En
effet, des activités NOS-like, sensibles & des inhibiteurs de NOS de mammiféres, ont été
mesurées dans des extraits tissulaires ou cellulaires chez différentes espéces (Corpas et al,
2009). Par ailleurs, ces inhibiteurs sont capables de bloquer 1’accumulation de NO observée
dans divers contextes physiologiques comme par exemple le développement (Corpas et al,
2006), les réponses des plantes a des agents pathogenes (Delledonne et al, 1998; Besson-Bard
et al, 2008a) ou a des stress abiotiques tels qu’une exposition au cadmium (Besson-Bard et al,
2009). Cependant, les génes codant pour les protéines NOS sont absents chez toutes les espéces
modeles de plantes terrestres dont le génome a été entierement séquencé et 1’analyse récente du
transcriptome de 1350 especes de plantes a confirmé ce résultat (Jeandroz et al, 2016).
Néanmoins, une enzyme présentant une forte similarité & la NOS des mammiféres a eté
identifiée et caractérisée chez les algues vertes Ostreococcus tauri et Ostreococcus lucimarinus
(Foresi et al, 2010). Les auteurs ont vérifié que la NOS d’O. tauri catalyse la formation de NO
in vitro a partir de L-Arg et est impliquée dans la physiologie de 1’algue, notamment dans les
réponses adaptatives déclenchées par une forte irradiation lumineuse. Plus récemment, une
quinzaine de protéines présentant une identité de séquence significative avec les NOS animales
ont ¢été identifiées chez différentes espeéces d’algues, essentiellement des algues vertes
(Jeandroz et al, 2016). L’enzyme NOS semblerait avoir été€ perdue au cours de I’évolution des
organismes photosynthétiques lors du passage a la vie terrestre. L hypothese alors avancée
serait que d’autres systeémes enzymatiques plus adaptés au mode de vie terrestre interviendraient

pour assurer la biosynthése du NO.
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Une autre voie oxydative de production de NO impliquant les polyamines, dérivées de
la L-arginine, a été proposée. En effet, les polyamines, en particulier la spermine et la
spermidine, déclenchent une production importante et rapide de NO chez A. thaliana (Tun et
al, 2006). Il est envisageable que cette synthése de NO soit catalysée par les polyamines
oxydases (Yamasaki & Cohen, 2006). Il a ét¢ montré qu’un mutant d’amine oxydase (cuaol,
copper amine oxidase) est altéré dans la production de NO (Wimalasekera et al, 2011).
Toutefois, les acteurs moléculaires mis en jeu dans ces voies de synthese de NO dépendantes

de la L-arginine demeurent inconnus.

e \Voies réductrices:

La nitrate réductase (NR), enzyme cytoplasmique, catalyse principalement la réduction
du nitrate en nitrite (cf chapitre 1). Cette enzyme peut également réduire le nitrite en NO
(Yamasaki, 2000). Cette réaction nécessite des conditions particuliéres comme une
concentration élevée en nitrite qui peuvent étre rencontrées lors de stress hypoxiques (Rockel
et al, 2002). Toutefois, cette activité enzymatique est secondaire et ne représenterait que 1 %
de Pactivité totale de la NR. L’utilisation de plantes mutées sur les genes codant pour la NR a
permis de démontrer que le NO produit par cette voie est impliqué dans différents processus
physiologiques tels que la fermeture des stomates, la réponse a des stress abiotiques (Neill et
al, 2008; Cantrel et al, 2011), ou encore la réponse a des éliciteurs tels que le chitosane ou les
OG (Srivastava et al, 2009; Rasul et al, 2012).

Une seconde voie enzymatique associée a la synthése de NO a partir du nitrite a pu étre
détectée sur des fractions membranaires de cellules de racines de tabac et ferait intervenir une
enzyme plasmalemmique, encore non identifiée génétiguement, la Ni:NOR (nitrite:NO
réductase) (Stohr et al, 2001). Cette enzyme ne serait exprimée que dans les racines et produit
du NO dans I’apoplasme a partir du nitrite, en utilisant la NADPH comme donneur d’électron.
L’activité de la Ni:NOR est induite par I’hypoxie et fonctionnerait grace a une NR apoplastique
liée a la membrane catalysant la réduction du nitrate en nitrite (Stéhr & Ullrich, 2002). De plus,
en condition d’hypoxie et lors de la symbiose racinaire rhizobienne, une formation de NO par
la réduction du nitrite peut étre également observée au niveau des mitochondries (Planchet et
al, 2005; Horchani et al, 2011). Cette synthese est associée a la chaine de transport d’électrons
qui utilise le nitrite comme accepteur final. La NR dans ce cas intervient de fagon indirecte dans
la production de NO par sa capacité a produire du nitrite nécessaire pour ces réactions. Ces
deux voies de production semblent cependant étre limitées aux racines des plantes, ou la

pression partielle en oxygeéne est faible (Gupta et al, 2011a).
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Figure 11.5: Modifications post-traductionnelles induites par le NO
Le NO peut réagir avec les métaux de transition (M) des métalloprotéines. Ce procédé est
appelé metal-nitrosylation et peut affecter notamment les hémoglobines (non)-symbiotiques
(nsHbs et sHb). La tyrosine nitration dépend de la formation de dérivés de NO, comme le
peroxynitrite (ONOOQO") formé en présence de 1’anion superoxide (O2’). La nitration se produit
sur un des deux carbones équivalents (C3) du résidu tyrosine pour former un 3-nitrotyrosine.
Cette réaction a été démontrée pour la glutamine synthétase de M. truncatula (MtGS2) par
exemple. La S-nitrosylation est une attaque électrophile du cation nitrosonium sur le groupe
thiol d’un résidu cystéine de la protéine cible. Plusieurs dizaines de protéines S-nitrosylées dont

certaines impliquées dans les réponses aux stress ont été répertoriées.
Extrait de Astier & Lindermayr, 2012
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Par ailleurs, le nitrite peut étre réduit en NO de fagon non enzymatique, dans des

conditions acides telles que celles rencontrées dans 1’apoplasme des graines et des racines
(Bethke et al, 2004).

1.3 Mécanismes d’action du NO

a. Modifications post-traductionnelles induites par le NO

Le NO peut interagir directement avec les protéines et dans certains cas modifier leurs
structures et leurs activités. 1l existe trois types de modifications post-traductionnelles (MPT)
induites par le NO : la métal-nitrosylation, la tyrosine nitration et la S-nitrosylation (Figure
11.5).

o Métal-nitrosylation:

La métal-nitrosylation est un mécanisme réversible désignant la formation d’une liaison
covalente entre le NO® et un métal de transition présent dans une métalloprotéine. Plus
précisément, le NO®, en tant que donneur d’électron, réagit avec le fer, le zinc et le cuivre
localisés soit au sein d’un héme, soit libre dans la protéine et conduit a la formation de
complexes métal-nitrosyles. Le changement de conformation, induit par cette MPT, peut
impacter 1’activité ou la réactivité de la protéine cible (Ford, 2010).

Chez les animaux, I’activation de la guanylate cyclase (GC) est un exemple de métal-
nitrosylation bien connu dans la littérature. L’interaction du NO avec le fer de I’héme de la GC
conduit a la production du messager secondaire, le cGMP aboutissant a la mise en place de
diverses réponses (Besson-Bard et al, 2008b). Chez A. thaliana, il a été montre, in vitro, qu’une
protéine capable de lier le NO possédait une activité GC (Mulaudzi et al, 2011). Le rdle de cette

protéine reste cependant a déterminer.

e Tyrosine nitration:
La tyrosine nitration correspond a I’incorporation d’un groupement nitro (NO2*) a un
résidu tyrosine par action du peroxynitrite (ONOQO"), conduisant a la formation de 3-
nitrotyrosine. Le groupement NO" provient du radical dioxyde d’azote (NO2*), agent oxydant
issu de la réaction entre le NO*® et 1’0O2*", ou de la décomposition de ONOO-, oxydant puissant
produit par la réaction du NO*® et de I’O.*". Dans des conditions physiologiques, ONOO" réagit
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principalement avec le CO2 pour étre ensuite décomposé en radical carbonate (CO3*") et NO*
(Astier & Lindermayr, 2012). La tyrosine nitration est limitée a des résidus tyrosine spécifiques
(Ischiropoulos, 2003; Bayden et al, 2011) et peut favoriser des changements conformationnels
qui conduisent a I’activation, I’inhibition (Radi, 2004) ou a la dégradation par le protéasome
(Castillo et al, 2015) de protéines cibles.

Due a sa grande stabilité in vitro (a pH acide et basique, a 100 °C) et a la méconnaissance
des systémes de dénitration, la tyrosine nitration a d’abord été décrite comme étant une
modification post-traductionnelle irréversible (Hanafy et al, 2001). Cependant, des travaux
tendent a démontrer qu’il existerait un systéme de dénitration (Abello et al, 2009). Deeb et al,
(2013), ont caractérisé, dans les cellules endothéliales humaines et de souris, une activité
dénitrase capable de réverser la tyrosine nitration de la cyclooxygénase 1.

Des centaines de protéines tyrosine nitrées appartenant a des familles tres variées
(oxydase, réductase, synthétase, chaperonne, protéase, facteur de transcription, tubuline,
catalase) et impliquées dans différentes voies métaboliques ont été identifiées en réponse aux
agents pathogénes et également au cours du développement de la plante d’A. thaliana (Cecconi
et al, 2009; Lozano-Juste et al, 2011). L’évolution au cours du temps du profil des protéines
tyrosine nitrées en fonction du développement ou du stress suggeérent la réversibilité de ce
mécanisme (Cecconi et al, 2009; Begara-Morales et al, 2013).

e S-nitrosylation:

La S-nitrosylation résulte de la liaison covalente d’une molécule de NO (forme
nitrosonium) avec ’atome de soufre d’un résidu cystéine (Cys) de protéine entrainant la
formation d’un S-nitrosothiol (SNO) (Hess et al, 2005). Chez les plantes, aucun motif de S-
nitrosylation n’est décrit mais une cystéine entourée d’un acide aminé acide et basique, présente
dans un environnement hydrophobe, serait une cible préférentielle de S-nitrosylation (Astier et
al, 2012). Un autre mécanisme de S-nitrosylation existe, la transnitrosylation. Ce mécanisme
correspond au transfert direct du groupement NO d’une protéine S-nitrosylée (ou d’un SNO) a
une seconde protéine (Astier et al, 2012). Le S-nitrosoglutathion (GSNO), un nitrosothiol de
faible poids moléculaire, est considéré comme un agent important de la transnitrosylation.

La S-nitrosylation peut induire un changement de conformation des protéines pouvant
entrainer une modification de 1’activité, de la localisation ou de la stabilité de la protéine. Chez
les plantes, cette réaction participe a différents mécanismes tels que I’immunité, la régulation
hormonale et le métabolisme carboné (Astier et al, 2012). La S-nitrosylation est une réaction

réversible. En plus de la dénitrosylation spontanée, il existe des protéines capables de
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dénitrosyler les cystéines modifiées : les thiorédoxines (Trx) et les GSNO réductases (GSNOR)
(Benhar et al, 2009).

b. La modulation de la transcription de génes

L’étude des mécanismes sous-jacents aux effets physiologiques du NO chez les plantes
ont également révélé la capacité de ce dernier a moduler I’accumulation de transcrits de génes.
Plusieurs études réalisées sur différentes plantes (A. thaliana, M. truncatula, le soja et le tabac)
et dans divers organes végétaux (racine, feuille, suspensions cellulaires) ont permis d’identifier
des génes différentiellement exprimés suite a un traitement avec un donneur ou un piégeur de
NO ou par I'utilisation de plantes transgéniques affectées dans 1’homéostasie du NO (Griin et
al, 2006; Badri et al, 2008; Palmieri et al, 2008; Ahlfors et al, 2009; Xu et al, 2013). Le NO
peut réguler I’expression de nombreux genes via des modifications de la voie de signalisation
SA (Kovacs et al, 2015) et de structure de la chromatine (Ou et al, 2015; Chaki et al, 2015). Il
peut également jouer un réle sur les facteurs de transcription, comme par exemple étre détecté
par les facteurs de transcription ERFs du groupe VII, ce qui les déstabilise et permet de
coordonner la régulation des processus médiés par le NO au cours de la croissance et du
développement (Gibbs et al, 2014). Les auteurs ont précisé le mécanisme moléculaire impliqué
dans la germination des graines régulé par le NO. Ce mécanisme se réalise par la détection du
signal par les ERFs du groupe VII jusqu’a la régulation d’un facteur de transcription clé, ABIS
(abscisic acid insensitive 5). Plus récemment, il a été montré que le NO jouait également un
role direct sur ABI5. En effet, la S-nitrosylation de ce facteur de transcription provoque sa
dégradation et permet la germination des graines (Albertos et al, 2015).

1.4 Homéostasie du NO

L’homéostasie du NO peut étre définie par la capacité de la cellule a assurer la régulation
spatio-temporelle de la concentration du NO afin de garantir la spécificité d’action du signal.
Celle-ci déepend donc de la coordination entre sa synthese et sa degradation. Ainsi, aprés avoir
discuté des différents mécanismes a I’origine de la production de NO et de son mode d’action,
nous verrons dans ce paragraphe les acteurs principaux impliqués dans son turn-over : les
hémoglobines, le peroxynitrite, le GSNO et la GSNOR (Figure 11.6).
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Figure 11.6: Régulation de I’homéostasie du NO

€ Les niveaux de GSNO sont hautement régulés par la GSNO réductase (GSNOR). Cette
enzyme catalyse la transformation du GSNO en GSH disulfide (GSSG) et ammoniac (NHs3).
@ Les plantes ont développé des mécanismes efficaces de détoxication du peroxynitrite
(ONOO) par des peroxydases (Prx) thiol-dépendantes qui catalysent la réduction du ONOO"
en dioxyde d’azote (NO2) et eau. € L’homéostasic du NO peut étre modulée par les
hémoglobines. Les hémoglobines de classe-1 (Hb1) catalysent le turnover du NO en nitrate
(NOz3) et influencent ainsi la croissance, le développement et les réponses au stress.

Adapté de Grol3 et al, 2013
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a. Les hémoglobines

Trois classes d’hémoglobines, basées sur leurs propriétés structurales et sur leur affinité
de liaison a Ioxygene et au NO, existent chez les plantes. Les hémoglobines de classe 1
possedent une forte affinité pour 1’oxygene et leur fonction principale est de piéger le NO a de
tres faibles concentrations en oxygene. Les hémoglobines de classe 2 possédent une plus faible
affinit¢ pour 1’oxygéne et permettent I’approvisionnement en oxygene des tissus en
développement. Les hémoglobines symbiotiques de diverses léegumineuses, appelées également
leghémoglobines, se trouvant dans les nodosités symbiotiques, sont principalement issues des
hémoglobines de classe 2. Les hémoglobines de classe 3 sont tronquées et représentent un clade
avec trés peu de similarité avec les classes 1 et 2 (Gupta et al, 2011b). Les deux premieres
classes d’hémoglobines peuvent étre oxydées par le NO au niveau du fer de 1’héme
(lgamberdiev & Hill, 2004; Navascués et al, 2012). Cette réaction conduit a la formation de
nitrate et met en évidence, qu’au-dela de transporter 1’oxygene, les hémoglobines joueraient le
role de piégeur de NO. Par ailleurs, les hémoglobines tronquées sont également impliquées dans
le piégeage du NO chez les plantes supérieures et les algues vertes dont Chlamydomonas
reinhardtii (Kim et al, 2014; Sanz-Luque et al, 2015). Ces protéines sont donc considérées

comme des modulateurs des concentrations en NO (Gupta et al, 2011b).

b. Le peroxynitrite

Le peroxynitrite (ONOO"), qui est une RNS, est également considéré comme un des
acteurs de I’homéostasie du NO (Vandelle & Delledonne, 2011). 11 est formé par I’interaction
entre le NO et I’anion superoxide (voir chapitre Il. 1.5). La vitesse d’interaction entre le NO*
et I’0O2°* est plus rapide que la vitesse de transformation de 1’0O2°*" par la superoxyde dismutase
(SOD) (Salvemini et al, 2006). Par conséquent, en formant le ONOQO", le NO ne piége pas
seulement 1’02°" mais réduit également sa dismutation par la SOD et donc la production d’H20:
(Wendehenne et al, 2014). Le peroxynitrite peut provoquer la peroxydation des lipides, la
nitration ou I’oxydation des protéines, et des dommages oxydatifs de I’ADN, faisant de lui un
acteur cytotoxique. Cependant, dans certaines conditions, la modification des lipides et/ou
protéines par ONOQO" participe a la régulation de la signalisation cellulaire médiée par le NO,
en interférant par exemple, avec des cascades de phosphorylation (ex : les MAPKS) (Liaudet et
al, 2009).
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A. Chloroplast

B. Peroxisome

Cytosol

Figure I1.7: Production d’H202 dans les cellules végétales et reéaction dans les différents

compartiments cellulaires
Production d’H20- dans (A) le chloroplaste au niveau des sites des photosystémes | et 1l (PSI
et PSII), (B) le peroxisome, avec I’action des enzymes xanthine oxydase (XOD) et de la

glycolate-oxydase (GOX), (C) les mitochondries et (D) dans I’apoplaste.
Extrait de Saxena et al, 2016
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c. GSNO et GSNO réductase
Les SNO sont généralement plus stables en solution que le NO. Les SNO peuvent

participer au transport, au stockage, a la livraison du NO ainsi qu’aux modifications post-
traductionnelles impliquées dans la signalisation cellulaire (Lindermayr & Durner, 2009). Le
GSNO est considéré comme 1’un des principaux nitrosothiols de faible poids moléculaire et
comme le réservoir endogéne majeur de NO (Wang et al, 2006). Les niveaux de GSNO sont
contr6lés par la GSNOR, enzyme clé métabolisant le GSNO en ammoniac et en GSH disulfide
(GSSG). Le mutant Atgsnorl, invalidé dans I’expression de la GSNOR, présente des niveaux
élevés de SNO et est perturbé dans la résistance de la plante a P. syringae (Feechan et al, 2005).
Rustérucci et al, (2007) ont confirmé que la GSNOR contribuait a la régulation de la teneur en
SNO. Le role du SNO dans les réponses de défense des plantes a également été mis en évidence
dans ces études mais celui-ci semble dépendant du pathosysteme. Par ailleurs, une régulation
inverse de la GSNOR sur la teneur en SNO peut étre observée. En effet, chez le pois, I’induction
des niveaux de SNO provoquée lors d’une blessure est corrélée a I’augmentation de I’activité

de la GSNOR (Corpas et al, 2008).

1.5 Interaction NO/ROS et systeme antioxydant

Parallelement a la production de NO, une production de ROS est freqguemment observée
dans les cellules et tissus. Il apparait que ces molécules sont capables d’interagir directement
ou indirectement par la régulation de leur synthése ou leur dégradation ce qui conduit a une

modulation de leurs effets respectifs.

a. Synthése des especes réactives de 1’oxyegéne (ROS) et burst oxydatif

Les ROS sont produites majoritairement de maniere constitutive dans les mitochondries,
les plastes et les peroxysomes au cours des phénomenes de la respiration cellulaire et de la
photosynthése (Apel & Hirt, 2004) (Figure 11.7).

Bien que 1’02 soit dans un état relativement non réactif, sa réduction partielle conduit a
la formation des ROS. Parmi les ROS, on retrouve ’anion superoxide (O2*), le peroxyde
d’hydrogéne (H203) et le radical hydroxyle (*OH) (Figure 11.8). O2*" est un produit constitutif
issu du transport d’électron mitochondrial, de la photosynthese et des réactions de la flavine

dehydrogénase et de la NADPH oxydase. 1l peut étre converti en d’autres ROS comme *OH qui
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20,

¢ 2H'
NADPH oxydase

Catalase
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H,0, 1% 0,+H,0

R +2 H,0 "OH +Fe' + OH

Figure I11.8: Formation des espéces réactives de I’oxygéne
La réduction partielle de 1’02 par ajout d’un électron permet la formation de 1’0O2°*", gréce a la
NADPH oxydase. L’O2*" peut étre protoné a faible pH entrainant la formation du peroxyde
d’hydrogéne (H202) grace a I’enzyme superoxyde dismutase (SOD). Ce dernier a plusieurs
devenirs. La catalase et la peroxydase vont entrainer la formation d’H20 a partir d’H20..

L H,0- peut former le radical hydroxyle OH en présence de cations métalliques tels que Fe?*.

Adapté de Buchanan et al, 2000
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est le plus réactif ou H.O2. L’H20>, stable et moins réactif que 1’O2°*", peut étre transformé en
H20 par des catalases ou des peroxydases comme |’ascorbate peroxydase (APX) et la glutathion
peroxydase (GPX). Les peroxydases peuvent aussi catalyser la formation de I’O2*" et de I’'H20>
par une réaction complexe qui nécessite 1’oxydation du NADH en utilisant en premier lieu
1’H20: produit de maniére non enzymatique. Le radical NAD qui est formé, va réduire 1’O2 en

O2*" (Hahlbrock et al, 1995).

La production de ROS, peut étre également induite lors des réponses aux stress,
phénomeéne appelé « burst oxydatif ». L’induction de la production de ROS fait intervenir deux
sources enzymatiques différentes: les peroxydases des parois cellulaires et les NAPDH
oxydases, connues sous le nom de ROBHSs (respiratory burst oxidase homologues). Des études
utilisant des inhibiteurs de ces enzymes ont montré que les peroxydases contribuaient a 50 %
de la production de ROS extracellulaires alors que le reste est issu des RBOHs membranaires
et de sources intracellulaires (O’Brien et al, 2012b). Les protéines et les génes correspondants
ont été particulierement étudiés. Chez M. truncatula, on dénombre sept genes Rboh (RbohA a
RbohG; Marino et al, 2011). Selon le tissu, les niveaux d’expression different entre les Rbohs.
MtRbohA est préférentiellement exprimée dans les nodosités; MtRbohB est exprimée
relativement au méme niveau dans les racines, les nodosités, la tige et les gousses mais
faiblement exprimée dans les feuilles et les fleurs; MtRbohC, MtRbohD et MtRbohG sont trés
faiblement exprimées; MtRbohF est fortement exprimée dans les poils absorbants et également
dans les racines mais a plus faible niveau (Marino et al, 2011); MtRbohE est exprimée lors de
la symbiose mycorhizienne (Belmondo et al, 2015).

Le taux de ROS est régulé par des systemes enzymatiques (superoxide dismutase,
catalases, APX) qui permettent leur détoxification ou non enzymatiques, grace a des molécules
antioxydantes (glutathion, tocophérol et ascorbate) (O’Brien et al, 2012b). Le glutathion (GSH)
est le principal thiol antioxydant des cellules. 1l est synthétisé en deux étapes dans le cytosol,
catalysées par la glutamate cystéine ligase et la GSH synthétase. Le GSH est nécessaire pour
piéger les ROS avec I’aide de la GPX. La présence de 1’homoglutathion (y-glutamylcysteine-
B-alanine; hGSH), un homologue de GSH est une des caractéristiques des Iégumineuses
(Frendo et al, 1999). L’absence de synthése du GSH et de hGSH au cours des premiéres étapes
de la symbiose entre M. truncatula et S. meliloti conduit a une inhibition de la formation des

nodosités soulignant le réle important de ces molécules dans la symbiose (Frendo et al, 2005).
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O NR

RBOH APX

S-nitrosylation S-nitrosylation

S-nitrosylation CAT

Tyrosine
nitration

Figure 11.9: Exemple de régulation croisée entre NO et ROS dans les cellules végétales

NR, nitrate réductase; NO, monoxyde d’azote; NOs, nitrate; NOz2", nitrite ONOO", peroxynitrite; Hb,
hémoglobine; Oz, superoxide; RBOH, NADPH oxydase; SOD, superoxide dismutase; H20g,

peroxyde d’hydrogéne; CAT, catalase; APX, ascorbate peroxydase
Adapté de Wang et al, 2013
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Plusieurs réles sont attribués a la production de ROS dans le contexte des interactions
plantes microorganismes. Le « burst oxydatif » a une activité antimicrobienne directe et
participe au renforcement de la paroi cellulaire en induisant la formation de liaisons covalentes
entre certaines protéines structurales de la paroi (Bradley et al, 1992). Les ROS jouent un role
dans les défenses en tant que molécules de signalisation. Elles sont ainsi impliquées dans la
production des phytoalexines (Apostol et al, 1989), le dép6t de callose et la mise en place de la
mort cellulaire, limitant la propagation du microorganisme (Lamb & Dixon, 1997; O’Brien et
al, 2012a). Les ROS sont impliquées dans le contrdle des processus de la HR avec le NO
(Delledonne et al, 2001). Elles ont aussi un rdle important dans les interactions symbiotiques
rhizobiennes au cours des phases précoces et tardives (Fester & Hause, 2005; Matamoros et al,
2003). Dans les symbioses a AM, I’accumulation d’H2O> a également été mise en évidence
(Salzer et al, 1999).

b. Cross-talk du NO avec les ROS

ROS et NO participent donc a la régulation de phénomeénes similaires (développement,

réponses aux stress...cf Chapitre 11 1.6) et des interactions fines interviennent entre ces deux
types de molécules. Le cross-talk entre le NO et les ROS fait intervenir tout d’abord la
régulation de la synthése de 1’un par I’autre (et inversement) (Figure 11.9). Par exemple la
production de NO module la production des ROS médiées par AtRBOHD dans les feuilles d’A.
thaliana élicitées par les OG (Rasul et al, 2012) alors que chez le tabac, la production de NO
induite dans les cellules traitées a la cryptogéine est partiellement régulée a travers une voie
ROS-dépendante impliquant NtRBOHD (Kulik et al, 2015). En plus d’agir en tant que
composant de la cascade de signalisation en impliquant les NAPDH oxydases, le NO pourrait
également favoriser une augmentation des niveaux d’H20> en réduisant sa diminution. En effet,
la S-nitrosylation, médiée par le NO, inhibe la catalase et I’ascorbate peroxydase, deux enzymes
impliquées dans la transformation des ROS (Ortega-Galisteo et al, 2012; Pinto et al, 2013). Ces
données indiquent que le NO et les ROS peuvent intervenir en synergie comme molécule signal.
Leur action coordonnée est un mécanisme crucial pour I’activation des génes de défense et
I’induction de la mort cellulaire.

Les effets délétéres induits par les ROS peuvent également étre attéenués par le NO. Au
moins deux procedés ont été proposes. Comme décrit précédemment, le NO peut interagir avec
1’02 pour former ONOO" réduisant ainsi les dommages cellulaires induits par les ROS. Ce
modeéle est également soutenu par le fait que la production de NO peut contréler négativement

le taux d’H20- produit dans les cellules de tabac traitées a la cryptogéine (Kulik et al, 2015).
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Ce processus a €té associé a une production concomitante de ONOO". Le second procédé
proposé est que le NO atténue les effets indésirables des ROS en contrdlant les activités
NADPH oxydases. Yun et al, (2011) ont montré qu’en présence d’une concentration importante
de SNO, le NO entraine I’inactivation de la NADPH oxydase, via une MPT (S-nitrosylation).
Ces auteurs ont proposé un modele dans lequel les réponses des cellules végétales a I’attaque
d’agents pathogénes nécessitent une régulation fine de 1’équilibre NO/ROS afin de mieux

controler le développement de la HR.

1.6 Réle du NO chez les plantes

Chez les plantes, des études ont mis en évidence le réle du NO dans la signalisation
cellulaire et son implication dans divers processus comme la germination, la fermeture des
stomates, la croissance racinaire et 1’adaptation aux stress biotiques et abiotiques (Wilson et al,

2008; Besson-Bard et al, 2008b).

a. Croissance et développement

Le NO est impligué dans la croissance et le développement des plantes, événements
régulés par les phytohormones (Simontacchi et al, 2013). Par exemple, le NO entraine
I’inhibition de la floraison (He et al, 2004) et de la sénescence (Guo & Crawford, 2005) chez
A. thaliana. 11 joue un role dans la levée de la dormance des graines controlée par I’ABA
(Bethke et al, 2006). Le NO est nécessaire a 1’activation du cycle cellulaire induit par 1’auxine
chez M. sativa (Otvos et al, 2005). Il intervient dans la fermeture des stomates provoquée par
I’ABA (Garcia-Mata & Lamattina, 2002) et régule les canaux potassiques et calciques des
cellules de garde (Garcia-Mata et al, 2003) chez la feve. De plus, il est considéré comme un
composé signal impligué dans la mort cellulaire induite par les cytokinines (Carimi et al, 2005).
Le NO est également impliqué dans le développement racinaire. Il est nécessaire au
développement des racines adventices dont la formation est induite par I’auxine (Pagnussat et
al, 2002). Récemment, il a été montré que les réponses des racines de mais au nitrate sont
régulées par le NO, I’auxine et les strigolactones (Manoli et al, 2016). Le NO permettrait de

moduler les effets du nitrate sur la croissance de la racine primaire.
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b. Stress abiotigues

La capacité des plantes a reagir et a survivre dans des conditions de stress
environnementaux, implique la détection et la signalisation d’événements moléculaires ou le
NO devient un composant clé. Par exemple chez N. tabacum, de fortes températures, un stress
osmotique ou salin entrainent une augmentation rapide de NO dans les cellules de feuille (Gould
et al, 2003). En condition d’hypoxie, une forte production de NO est également observée chez
M. sativa (Dordas et al, 2003; Igamberdiev et al, 2006), ainsi qu’une génération d’ATP par
réduction du nitrite en NO par la chaine de transport d’¢lectrons (Igamberdiev & Hill, 2004)
montrant également un réle du NO dans le métabolisme énergétique. Le NO peut aussi étre
impliqué dans la régulation des stress oxydatifs. En effet, il protége contre les dommages
oxydatifs induits par le polyéthyléne glycol dans des suspensions cellulaire de roseaux (Zhao
et al, 2008). Dans le cas de 1’acclimatation des plantes au froid, Cantrel et al, (2011) ont
montré que le NO servirait d’intermédiaire dans la régulation des génes et la formation de
phosphosphingolipide au cours du stress. Le stress froid peut entrainer la S-nitrosylation des
enzymes, dehydroascorbate réductase et glutathion S-transférase provoquant une augmentation
de leur activité et permettant ainsi une détoxification des ROS générées en réponse a ce stress
(Sehrawat & Deswal, 2014). D’autres enzymes impliquées dans le métabolisme azoté et le
métabolisme des acides aminés, telles que la cystéine synthase, I’alalanine glyoxylate
aminotransférase, la glutamate glyoxylate aminotransférase et la glutamate synthase, ont été

identifiées comme étant S-nitrosylées en réponse au stress froid (Puyaubert et al, 2014).

c. Stress biotiques

De trés nombreuses données bibliographiques existent concernant I’implication du NO
dans les stress biotiques. C’est d’ailleurs dans le contexte des interactions plante-agent
pathogene, que les premicres données concernant I’implication du NO comme agent de
signalisation ont été publiées (Durner et al, 1998; Delledonne et al, 1998). Une production de
NO est communément observée en réponse aux agents pathogenes ou éliciteurs des réactions
de défense, comme par exemple dans les feuilles d’A. thaliana infectées par P. syringae
(Modolo et al, 2005) ou dans des suspensions cellulaires de tomate élicitées par la xylanase
(Laxalt et al, 2007). L’utilisation de plantes mutantes affectées dans la production ou
d’inhibiteurs de la biosynthése de NO ont permis de démontrer le role dans la résistance a
certains agents pathogénes. En effet, des plantes d’A. thaliana possedant une activité NR trés

réduite (double mutant nialnia2) ou traitées par des inhibiteurs de la synthése de NO montrent
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Figure 11.10: Rdle du NO dans les réponses de défense sur le systeme NPR1/TGAL
(A), Premiére phase montrant 1’activation des défenses par I’effet du NO sur NPR1/TGAL; (B)

Deuxieme phase montrant le contréle négatif du NO sur NPR1
Adapté de Astier et al, 2012
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une réponse altérée de la HR au cours de I’infection par P. syringae (Delledonne et al, 1998;
Modolo et al, 2005) suggérant ainsi que le NO est impliqué dans I’induction de la HR. Enfin,
des plantes mutantes gsnor d’A. thaliana, dont les niveaux de SNO sont augmentés, montrent
une augmentation de la SAR (Rustérucci et al, 2007) suggérant le role du NO dans la résistance
systémique.

Le NO va agir dans la plante par différents mécanismes (cf chapitre Il partie 1.3). Parmi
ces mécanismes, les MPT peuvent jouer un role important lors d’une interaction plante/agent
pathogéne. L’identification de protéines S-nitrosylées in vivo a renforcé 1’importance de ce
mécanisme dans 1’établissement de la résistance des plantes aux agents pathogenes (Trapet et
al, 2015 pour revue). Un exemple du réle du NO dans les réponses de défense peut étre
représenté par le systtme NPR1/TGAL. Dans les cellules non infectées, la protéine NPR1,
régulateur majeur de la voie de signalisation du SA en réponse a un agent pathogene (Tada et
al, 2008), est présente dans le cytosol sous forme d’homo-oligomeres inactifs formés grace a
des ponts disulfures entre les monomeres. Lors de la stimulation des réponses de défense,
I’oligomeére est dissoci¢ en monomeres par une réduction des ponts disulfures grace a une
thioredoxine. Dans un premier temps, une production de NO va faciliter la migration des
monomeres de NPRL1 libérés dans le noyau ou ces derniers vont interagir et activer le facteur
de transcription TGA1 régulant positivement 1’expression de génes de défense (Lindermayr et
al, 2010) (Figure 11.10A). TGA1 est en effet S-nitrosylé favorisant ainsi sa fixation sur la région
promotrice de certains génes de défense. Dans un second temps, le NO pourrait exercer un
controle négatif sur 1’expression des genes cibles de TGA1 en induisant 1’oligomérisation des
monomeres NPR1 en oligomeres inactifs par S-nitrosylation (Tada et al, 2008) (Figure 11.10B).
Ceci traduirait une hiérarchie temporelle des événements induits par le NO. En effet, au cours
de la progression de la SAR, le NO pourrait activer ou réprimer la cascade NPR1/TGA1 a des
moments stratégiques. Ainsi, la S-nitrosylation de NPR1 pourrait représenter un rétrocontrole
négatif de la modulation de la SAR. Une autre protéine, CDC48 (cell division cycle 48), pouvant
étre S-nitrosylée a été identifiée dans notre équipe par une approche biotin-switch réalisée sur
des protéines solubles de cellules de tabac traitées par la cryptogéine. CDC48 est une protéine
chaperonne trés conservée chez la levure, les mammiferes et les plantes et qui appartient a la
famille des AAA+ ATPase (ATPase associated with various activites) (Erzberger & Berger,
2006). Ces protéines sont impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la
dégradation protéique, le repliement des protéines, I’activité hélicase de I’ADN, le contrdle de
la réplication de I’ADN et le transport cellulaire (Tucker & Sallai, 2007). Astier et al, (2012a)

ont montreé que la S-nitrosylation de NtCDC48 est nécessaire a 1’activité de la protéine in vitro.
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Figure 11.11: Modéle schématique montrant les activités distinctes et chevauchantes du
NO et de GSNO
NOX1 et AtGSNORL1 régulent négativement les niveaux de NO et de GSNO, respectivement.
La lettre A correspond aux protéines cibles pouvant étre transnitrosylées par GSNO et les lettres
A/B correspondent aux protéines cibles pouvant étre S-nitrosylées par le NO. Le glutathion
(GSH) correspond au lien entre le NO et le GSNO. La liaison du NO au GSH permet la
formation de GSNO et I’activité de la GSNOR1 d’A. thaliana permet de reformer du GSH. Le
NO peut également nitrosyler des métaux de transition incorporés a des protéines (cercle gris
M) et des chaines latérales d’acides aminés (triangle orange N). Ceci montre que le NO a un

plus large éventail d’activités que le GSNO.
Extrait de Tun et al, 2016
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Par ailleurs, I’implication de cette protéine dans I’immunité a été¢ récemment démontrée chez

A. thaliana (Copeland et al, 2016).

Les deux agents de nitrosylation NO et GSNO peuvent avoir des fonctions synergiques
dans I’'immunité des plantes (Yun et al, 2016) (Figure 11.11). Les auteurs ont montré que les
mutants pertes de fonction nox1-1 (NO overexpression 1) et atgsnor1-3 d’A. thaliana sont plus
sensibles a P. syringae. Le mutant nox1 montre une augmentation des niveaux de NO et le
mutant atgsnor1-3 une augmentation des niveaux de SNO. Le double mutant atgsnor1-3 nox1-
1 affiche une suraccumulation de SNO et de NO, ainsi qu’une augmentation de la sensibilité a
P. syringae plus importante que les simples mutants. Par ailleurs, la surexpression
d’AtGSNORI réverte le phénotype d’un mutant perte de fonction gsnor mais pas d’un mutant
surproducteur de NO. Le NO et le GSNO ont donc des cibles moléculaires distinctes et
chevauchantes permettant ainsi le controle différentiel de processus cellulaires clés de

I’immunité.

Chez les microorganismes, le NO peut étre synthétisé par la NOS (Ninnemann & Maier,
1996; Crane et al, 2010) ou par la NR (Cutruzzola, 1999; Marcos et al, 2016). Chez les
bactéries, des études ont par exemple montré que le NO, produit par la NOS ou grace a des
donneurs de NO, induit I’expression de genes impliqués dans les réponses aux stress oxydatifs,
a la micro-aérobie et prend part a la transduction du signal dans les phénomeénes de

pathogénicité et de résistance (Crane et al, 2010; Meilhoc et al, 2010).

d. Interactions symbiotiques

Le NO peut également jouer un role dans les interactions symbiotiques puisque la
modification des niveaux de cette molécule chez les deux partenaires nuit au développement
des nodosités (Puppo et al, 2013). Une production de NO est observée chez la Iégumineuse
Lotus japonicus 4 h aprés inoculation par Mesorhizobium loti (Shimoda et al, 2005). Le NO
semble donc jouer un role important dans les stades précoces de la symbiose rhizobienne. Par
ailleurs, de nombreuses études montrent son implication dans la régulation de la symbiose entre
M. truncatula et Sinorhizobium meliloti. En effet, une production de NO, dépendante de
I’activité NR (Horchani et al, 2011), est observée dans les nodosités (Baudouin et al, 2006)
ainsi qu’une modulation de I’expression des genes liés au NO au cours de la formation de la
nodosité (Ferrarini et al, 2008; Boscari et al, 2013). De plus, I'utilisation de racines

surexprimant le géne hmp, codant pour une flavohémoglobine capable de pieger le NO, a
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montré une diminution de ’expression des genes impliqués dans le développement des
nodosités (del Giudice et al, 2011) suggérant ainsi la participation du NO dans le
développement de ces organes.

Le NO semble également étre impliqué dans la symbiose MA. Calcagno et al, (2012)
ont mis en évidence la présence de NO dans les premiers stades de 1’interaction entre M.
truncatula et Gigaspora margarita. En effet, les racines de M. truncatula traitées avec des
exsudats de G. margarita montrent une augmentation des niveaux de NO 5 min apreés

traitement.

e. NO et nutrition azotée

La relation entre le NO et le métabolisme azoté est détaillée dans I’introduction de
I’article « Cross-regulation between N metabolism and nitric oxide (NO) signaling during plant

immunity » (Chapitre 11 2.1).

1.7 Conclusion

Nos premicres expériences nous ont permis de mettre en évidence 1’implication de
I’azote dans la résistance de M. truncatula a A. euteiches (cf Chapitre I). D’aprés la
bibliographie, nous savons que la synthése du NO est dépendante de 1’azote et liée au
métabolisme azoté. De plus, le NO est une molécule impliquée dans les réponses de défense.
Nous nous sommes ainsi demandé quel pouvait étre le role du NO et de son homéostasie dans

la régulation de I’immunité des plantes par 1’azote.
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2. Résultats

2.1 Avrticle scientifique: Cross-regulation between N metabolism and nitric

oxide (NO) signaling during plant immunity

Le but de cette étude est d’analyser 1’interaction entre le nitrate et le NO dans le cadre
de la reponse immunitaire chez M. truncatula suite a I’infection par A. euteiches, et ainsi mieux
comprendre I’impact du NO dans les relations nutrition/défense.

L’article est organisé en deux parties distinctes. La premicre partie correspond a une
breve revue bibliographique qui se focalise majoritairement sur les liens entre NO et le
métabolisme azoté. La deuxiéme partie expérimentale a pour objectif d’évaluer (i) si des
changements dans I’homéostasie du NO pouvaient affecter la résistance de M. truncatula a A.
euteiches et (ii) si ’homéostasie du NO pouvait étre modulée par la nutrition azotée au cours
de I’interaction M. truncatula/A. euteiches.

Les travaux de cette publication ont été réalisés sur le génotype Al7 et sur les racines
transformées de ce génotype.
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A B Quantification d'A. euteiches
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Figure 11.12: Racines surexprimant Hmp, une hémoglobine bactérienne
(A) Niveaux de transcrits de Hmp dans les racines transformeées (35S::Hmp) comparées aux
racines contréles (Control LacZ). (B) Quantification d’A. euteiches dans les extraits de racines
transformées inoculées. Les racines ont été cultivées 7 jours sur milieu Fahraeus suite a
I’infection par A. euteiches. (C) Mesure de I’activité nitrate réductase et (D) des concentrations
en nitrates dans les racines contrdles (Control LacZ) et dans les racines surexprimant Hmp
(35S::Hmp). Les barres d’erreur correspondent a I’erreur standard (n = 4) et les asterisques

indiquent les différences significatives (ANOV A suivie d’un test de Fisher p < 0,05).
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2.2 Résultats complémentaires: implication de 1’hémoglobine dans la

résistance de M. truncatula a A. euteiches

Nous nous sommes ¢galement intéressés au role de I’hémoglobine dans I’interaction M.
truncatula/A. euteiches. En effet, en métabolisant le NO en nitrate, les hémoglobines sont
considérées comme des modulateurs des concentrations en NO (Gupta et al, 2011b). Les racines
de M. truncatula ont été transformées pour surexprimer un géne codant une flavohémoglobine
(hmp) de S. meliloti. La quantification des transcrits du gene Hmp dans les racines transformées
confirme la surexpression de ce géne (Figure 11.12A). Nous avons étudié¢ I’impact de cette
transformation sur I’interaction M. truncatula/A. euteiches. Les racines transformées
surexprimant Hmp deviennent plus sensibles a A. euteiches (Figure 11.12B), comme les racines
RNAI::MtNIAL/2, montrant le rdle positif du NO dans la résistance de la plante a I’oomycéte.
Ces résultats confirment les études précédentes rapportant que les plantes qui surproduisent
I’hémoglobine (Hb1) non symbiotique sont affectées dans la résistance contre les virus, les
champignons et les bactéries (Seregélyes et al, 2003; Mur et al, 2012). Cependant, 1’effet de ce
surexpresseur sur les niveaux en NO et SNO n’a pas pu €tre vérifié. Nous observons, un résultat
inverse par rapport au surexpresseur GSNOR, qui devient plus résistant et voit ses contenus en
NOs" et son activité NR augmentée, a la différence du surexpresseur Hmp qui ne montre pas de
différence par rapport au contréle (Figure 11.12C-D).
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WT B9

Figure I11.1: Plantes sauvage A17 et mutant B9 de M. truncatula cultivées pendant 5

semaines
Extrait de Morandi et al, 2009
A Taille de la racine 1 (10 jours de B Densité des racines 11 (10 jours
culture) de culture)
a 0,6
8 b ab p a
0,5 .
6 0,4 .
54 mAl7 0,3 c mA17
m B9 0,2 m B9
2 0,1
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Figure 111.2: Architecture racinaire
Mesures de la taille de la racine primaire (cm) (A) et de la densité des racines secondaire (B)
sur les génotypes A17 et B9, apres 10 jours de culture en présence de 1,3 mM de Pi (HP) ou de
35 UM de Pi (LP). Les graphiques présentés correspondent a une expérience représentative de
quatre expériences indépendantes. Les barres d’erreur correspondent a 1’erreur standard (n =

16-20) et les lettres indiquent les différences significatives (p < 0,05).
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1. Caracterisation de la réponse du mutant B9 a

Pinfection par A. euteiches

Au cours des premiers mois de la thése, j’ai participé a la caractérisation du mutant B9
de M. truncatula. Ce mutant présente une diminution du développement des parties aériennes
ainsi qu’une forte réduction du développement racinaire avec de courtes racines latérales
(Figure 111.1). 1l présente en outre des phénotypes symbiotiques (Morandi et al, 2009): il est
défectueux pour la nodulation et hypermycorrhizé (nod*- myc **).

Les analyses trancriptomiques et les dosages en phosphate (Pi) ont montré que le mutant
B9 se comportait comme une plante carencée en phosphate et qu’il présentait une expression
constitutive de nombreux genes de stress/défense. Ce travail, qui entrait dans la thématique des
liens entre nutrition et défense, m’a permis de me familiariser avec les analyses d’architecture
racinaire et le pathosystéme. De plus, j’ai évalué la résistance de ce mutant a A. euteiches et j’ai
ainsi contribué a la publication d’un article (Truong et al, 2015) qui valorise entre autres le

pathosysteme nouvellement mis au point dans 1I’équipe.

Dans un premier temps, j’ai poursuivi la caractérisation de la réponse au phosphate du
mutant B9 en analysant I’impact d’une limitation en Pi sur son architecture racinaire et en
comparant cette réponse a celle observée chez le WT (Al17). Chez A. thaliana, la carence en Pi
conduit a une inhibition de 1’¢longation de la racine primaire ainsi qu’une augmentation de la
densité et de la longueur des racines latérales (Williamson et al, 2001). Trés récemment, il a été
montré, chez M. truncatula, que la limitation en Pi n’induisait que transitoirement une
diminution de la longueur de la racine primaire mais par contre induisait une augmentation du
nombre des racines secondaires apres une semaine de culture (Volpe et al, 2016).

Pour étudier la réponse au Pi, les génotypes A17 et B9 ont été mis en culture in vitro en
milieu riche en phosphate (HP; 1,3 mM) ou pauvre en phosphate (LP; 35 uM) pendant 10 jours.
Les parametres d’architecture racinaire (longueur de la racine primaire et des racines
secondaires, nombre et densité des racines latérales) ont été mesurés (Figure 111.2). Pour
quasiment tous les parameétres mesures, le mutant B9 présente une réduction significative de
développement par rapport aux plantes sauvages (Figure 111.2), confirmant son phénotype
retardé observé lors de la culture en pot (Figure 111.1). Nous n’observons pas d’effet de la

limitation en Pi sur la longueur de la racine | (Figure 111.2A) ni chez les plantes sauvages ni
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Poids frais de la partie aérienne (21 dpi)
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Figure 111.3: Symptomes d’infection des génotypes A17 et B9
(A) Mesures du poids frais des parties aeriennes (mg), 21 jours apreés infection (B) Mesure du
pourcentage de cotylédons jaunes, de tiges noires et de plantes mortes, 10 jours aprés infection
(C) Détection de la quantité d’A. euteiches par test ELISA, 21 jours apres infection. Les
graphiques présentés correspondent a une experience représentative de quatre expériences
indépendantes. Les barres d’erreur correspondent a I’erreur standard (n = 16-20 pour (A), n =

4-5 pour (C)) et les lettres indiquent les différences significatives (p < 0,05).
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chez le mutant B9. La seule différence liée au Pi dans I’architecture racinaire concerne la densité
des racines secondaires. Une augmentation de la densité des racines secondaires est observée
chez les plantes sauvages en milieu LP alors qu’aucune différence n’est observée chez les
mutant B9 selon le milieu (Figure 111.2B). 11 n’y a donc pas de réponse au Pi de la densité des
racines secondaires chez B9. Cela pourrait étre di au faible statut phosphaté du mutant ou

également a un probleme de développement racinaire.

Les analyses transcriptomiques avaient par ailleurs montré que le mutant B9 présentait
une expression constitutive de nombreux genes de stress/défense qui sont, chez les plantes
sauvages, différenticllement exprimés lors de 1’inoculation par A. euteiches. 1l semblait donc
intéressant de comparer la sensibilité a cet agent pathogene de plantes sauvages (Al7) et de
plantes mutantes (B9).

Les différents parameétres de symptdmes ont été mesurés (Figure 111.3) apres 3 semaines
de culture. En présence d’A. euteiches, le mutant B9 présente une diminution significative du
poids frais des parties aériennes a la différence des plantes sauvages (Figure 111.3A). De plus,
le phénotype de B9 est fortement affecté avec une augmentation du pourcentage de cotylédons
jaunes et de tiges noires par rapport a A17 (Figure 111.3B). Le test ELISA révéle une quantité
d’agent pathogene significativement plus elevée pour B9 que pour A17 (Figure 111.3C). Ainsi,
B9 est plus sensible a A. euteiches malgré I’expression constitutive de nombreux génes de
stress/défense observee chez ce mutant.

De facon intéressante, nous avions observé que chez Al7, la carence en phosphate
pouvait conduire a une plus grande sensibilité a A. euteiches (Chapitre I, 2.1). Les résultats
obtenus sur le mutant B9 conforteraient I’hypotheése d’un effet négatif de la carence en

phosphate sur la résistance a cet oomycete chez A17.

2. Article scientifique: The Medicago truncatula
hypermycorrhizal B9 mutant displays an altered response to

phosphate and more susceptible to Aphanomyces euteiches
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Conclusions & Perspectives

Dans cette derni¢re partie du manuscrit, nous rappellerons tout d’abord les grandes
conclusions des travaux réalisés. Ces conclusions seront ensuite discutées de maniere globale
en essayant d’établir des liens entre nos deux études mais également, d’évaluer les limites de
nos approches, tant au point de vue méthodologique que scientifique. Enfin, nous terminerons

par les perspectives envisagées, appuyées par quelques résultats préliminaires.

1. Conclusions

Nos travaux ont permis de montrer I’effet de la disponibilité en azote, d’une part, sur la
résistance de M. truncatula a A. euteiches et ce de fagon dépendante du génotype, et d’autre

part sur I’homéostasie du NO, phénomeéne impliqué dans la signalisation immunitaire.

1.1 Effet de la carence azotée sur la résistance de M. truncatula

La nutrition azotée, quantitativement et qualitativement, est connue pour moduler les
interactions plantes/microorganismes pathogénes et ainsi augmenter ou réduire la sensibilité
des plantes aux agressions. Nous avons pu Vérifier ces effets dans notre modéle d’étude. Un
point important de nos travaux a été alors de prendre en compte la variabilité génétique de
I’espece hote, M. truncatula, en étudiant I’effet de la carence azotée sur une collection de 10
génotypes représentatifs de 1’espéce. A I’issue de nos premieres investigations, qui ont permis
de mettre en évidence une variabilité¢ de réponse de la plante lors de I’infection en situation de
carence, nous avons retenu quatre génotypes aux réponses contrastées. F83005.5 et SA022322
dont la susceptibilité a A. euteiches est augmentée en carence en azote et A17 et DZA045-6
dont la résistance est augmentée en milieu carencé en azote. Par analogie avec les études
réalisées sur le riz (Ballini et al, 2013), I’augmentation de la sensibilité ou de la résistance a été
appelée respectivement N@-IS pour « N@-induced susceptibility » et N@-IR pour « N@-
induced resistance ». La limitation de 1’étude a quatre génotypes nous a permis de réaliser des
analyses morphologiques, biochimiques et moléculaires plus complexes et ainsi de tester
plusieurs hypothéses pour expliquer cette modulation différente de la résistance de ces

génotypes par I’azote.
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Une premiére hypothese était que ces deux groupes de génotypes (N@-IS et N@-IR)
pouvaient percevoir la carence azotée différemment et que les réponses de défense des individus
les plus affectés par la carence en azote étaient induites par ce stress nutritionnel. L’analyse des
transcrits de genes impliqués dans le métabolisme azoté et les analyses de la biomasse et des
concentrations en azote total des parties aériennes ne permettent pas de distinguer clairement
les deux groupes de génotypes (N@-IS et N@-IR) entre eux sur la base de leur réponse a la
carence azotée. Ainsi, ces résultats ne valident pas cette premiere hypothése. Cependant, les
analyses moléculaires et celles des teneurs en acides amines (voir plus loin) ont mis en évidence

la réponse altérée au nitrate et a la carence azotée du genotype DZA045-6.

Une seconde hypothése était que les réponses de défenses (évaluées par 1’analyse de
I’activation de I’expression de genes candidats) pouvaient étre modulées de facon différentielle
en milieu N@ entre les deux groupes de génotypes. En milieu complet, les genes du
métabolisme secondaire et de défense tels que PAL1, PAL2, COMT1, CCNBS, LOX et PR10
sont, pour la plupart, plus exprimés chez les génotypes plus résistants et montrant une N@-IR.
Cependant, en milieu NG, alors que la susceptibilité des génotypes N@-IS augmente,
I’expression de ces génes augmente et donc n’est plus corrélée a la résistance. Ce n’est donc
pas I’expression différentielle de ces génes entre les deux groupes qui expliquerait 1’effet de la

carence azotée sur la résistance.

La modulation de la résistance en milieu N@ semble donc liée a une interaction fine
entre la capacité de la plante a mobiliser I’azote et les réponses de défense. Les résultats dans
la littérature nous ont conduits a étudier si la modulation de la résistance en milieu N& pouvait
étre corrélée avec les teneurs en acides aminés. Ces analyses ont confirmé que le génotype
DZA045-6 reste, lui, tres différent des autres génotypes par la faible modulation par la carence
azotée des teneurs racinaires en acides aminés mineurs. La glutamine (GlIn) a retenu notre
attention parmi les différents acides aminés. En effet, en présence de 1’agent pathogene, en
milieu complet ou carencé en azote, les concentrations de cet acide aminé augmentent chez les
génotypes les plus sensibles et N@-IS et sont significativement supérieurs a ceux des génotypes
les plus résistants et N@-IR. La teneur en GIn dans les racines inoculées permet ainsi de
discriminer les deux groupes N@-IS et N@-IR. Nous avons ainsi mis en évidence une
corrélation entre des teneurs élevées en GIn dans les racines inoculées et une susceptibilité plus
importante & A. euteiches. L’analyse de la modification du taux de Gln pourrait donc étre un

élément important pour comprendre le phénomeéne de résistance a A. euteiches mais également
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les effets de la carence azotée sur la résistance. De plus, ces résultats sont confortés par deux
autres expériences. Premierement, I’addition de Gln dans un milieu N@ rend le génotype A17,
considéré comme tolérant, plus sensible que sur milieu N@ seul et sur milieu complet.
Deuxiémement la protection du génotype F83005.5 induite par le BABA est corrélée a une
baisse des teneurs en Gln des racines inoculées et est partiellement annulée par la Gin. Cette
réversion de la protection du BABA par la GIn chez les génotypes sensibles pourrait étre le
méme phénoméne que 1’augmentation de la sensibilité du génotype résistant A17 en présence
de GIn. En effet, le BABA induit une réponse morphogénétique liée au stress (SIMR, stress-
induced morphogenic response) (Wu et al, 2010) et la carence azotée entraine également un
stress (cf Chapitre | 1.4 b). Nous avons alors regardé si le BABA avait le méme effet que la
carence azotée sur les teneurs en acides aminés, autres que la GIn. La comparaison des
différentes concentrations en acides aminés chez le génotype F83005.5 en présence de BABA
et chez le génotype A17 en milieu N@ ne montre aucune corrélation entre ces deux conditions.
Ainsi, I’analyse des acides aminés ne permet pas d’affirmer que la réversion de la protection du
BABA par la Gln correspond au méme phénomeéne que 1’augmentation de la sensibilité du
génotype A17 en présence de Gin.

Pour des problémes pratiques, en vue de nombre d’échantillons a traiter (4 génotypes, 4
conditions, répétitions biologiques), les différentes analyses ont seulement été réalisées a un
temps fixe (généralement 10 dpi). Ceci pourrait ne pas étre optimal pour détecter des réponses
différentielles des génotypes a la carence azotée et a I’infection. Pour la poursuite des travaux,

une cinétique pourra étre réalisée (3-6-10 dpi).

1.2 Effet de la carence azotée sur la signalisation immunitaire régulée par
le NO

L’effet de la carence azotée a également été observé sur des éveénements impliqués dans
la signalisation immunitaire chez le génotype Al17. Cette carence module en effet les niveaux
de ROS et I’homéostasie du NO dont nous avons démontré I’importance grace aux expériences
sur les racines transformées. Effectivement, la carence entraine une baisse des niveaux d’H20>
et de NO et une augmentation de ONOO" et de SNO. Par ailleurs, I’homéostasie du NO affecte
la résistance a A. euteiches et ce de fagon différente selon que I’on module le NO ou le GSNO
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et donc indirectement les SNO. En effet, les racines mutantes nial/nia2, et surexprimant Hmp
dont les niveaux de NO sont diminués (non démontré dans cette étude pour les mutants Hmp),
deviennent plus sensibles a A. euteiches alors que celles surexprimant la GSNOR, dont les
niveaux de SNO sont augmentés, montrent une résistance accrue contre 1’agent pathogene. Ces
résultats confirment le r6le non redondant du NO et du SNO dans I’immunité des plantes (Yun
et al, 2016).

Nous avons identifi¢ deux limites potentielles a nos approches. D’une part, il serait
intéressant de confirmer ces résultats par une autre méthode de dosage des ROS et RNS. En
effet, I’analyse de la variation des niveaux de ROS et RNS par des sondes fluorescentes nous
ont paru assez délicats. En effet, ils ont demandé de trés nombreuses répétitions afin de bien
standardiser le protocole et maitriser la variabilité des mesures; cette variabilité pouvant étre
lie entre autre a un probléme de stabilité des molécules a doser, de spécificité des sondes
(Planchet et al, 2005) ou due aux limites de détection des methodes de mesure. Il faut noter
d’autre part, que si le systétme de transformation utilisé présente 1’avantage d’étre rapide a
mettre en ceuvre (ne nécessite pas d’obtenir des transformations de plantes stables), son
utilisation peut étre discutée. En effet, dans ce systéme les racines sont dépourvues de partie
aérienne ce qui nous éloigne des conditions physiologiques de la plante et limite leur champ

d’utilisation (symbiose, mesure des flux de nutriments...).

1.3 Lien entre resistance et signalisation immunitaire au cours de la

modulation de la résistance par la carence azotée

Dans cette partie, nous proposons de confronter les résultats obtenus entre les deux
publications.

Nous avons tout d’abord comparé les situations ou la résistance des plantes était
modifiée, soit liée a une modification de la disponibilité en azote soit a une modification

génétique (racines transformées).
Nous avons établi que des racines transformées, qui surexpriment la GSNOR et dont

I’activité GSNOR et les niveaux de SNO sont plus ¢€levés, deviennent plus résistantes a A.

euteiches. De maniére intéressante, nous avons montré que le génotype A17, qui devient plus
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résistant sur milieu carencé en azote, montre également une augmentation de 1’activit¢ GSNOR
et des niveaux de SNO en milieu N@. La GSNOR et les SNO sembleraient donc jouer un role
dans I’augmentation de la résistance de A17 en milieu N@. Il faut noter, cependant, un résultat
plutdt inattendu, a savoir que des racines surexprimant le gene codant pour la GSNOR ont
révelé des niveaux de SNO plus élevés. En effet, méme si une étude chez le pois avait montré
une corrélation positive entre niveaux de SNO et activité GSNOR (Corpas et al, 2008), dans la
majorité des modéles étudiés, une corrélation négative est décrite: 1’augmentation de 1’activité
GSNOR diminue le pool de GSNO et donc indirectement celui de SNO (Feechan et al, 2005;
Rustérucci et al, 2007; Yun et al, 2011). Nos resultats indiqueraient que les niveaux de SNO ne
sont pas uniquement controlés par I’activité GSNOR, mais aussi par une autre voie comme le
systeme thiorédoxine/thiorédoxine réductase NADPH-dépendante (Kneeshaw et al, 2014;
Correa-Aragunde et al, 2015).

A P’inverse, nous avons aussi montré que les racines transformeées nial/nia2 deviennent
plus sensibles a A. euteiches. L’hypothése suggérée pour expliquer les résultats obtenus grace
a ce double mutant nial/nia2 serait que la faible activité NR entrainerait une baisse de la
production de NO qui ne permettrait pas a la plante d’induire ses réponses de défense de
maniere optimale et rendrait ainsi le mutant plus sensible a 1’agent pathogene comme cela a
déja été observe dans d’autres pathosystémes (Modolo et al, 2005, 2006, Rasul et al. 2012). Un
effet direct d’une perturbation de I’activit¢ NR (réduction des nitrates en nitrites) et donc du
métabolisme azoté sur la résistance doit également étre pris en compte. Il semble alors
intéressant de mettre en relation les données obtenues pour le double mutant nial/nia2 et le
génotype Al7 cultivé en milieu N@. En effet, ce dernier devient plus résistant en milieu N@.
Si1’on considere qu’un mutant affecté dans les genes codant pour la NR assimile peu de nitrate,
il pourrait de ce fait ressembler a une plante carencée en azote. Cependant, A17 voit également
ses niveaux de NO diminuer en milieu N@ sans toutefois devenir plus sensible a A. euteiches.
La différence de résistance entre nial/nia2 et A17 pourrait alors s’ expliquer par rapport au NO3z™
. Effectivement, A17 en milieu N@ est dépourvu de nitrate alors que le double mutant est cultivé
sur un milieu en présence de nitrate et ’accumule. Le nitrate pourrait donc justifier la différence
de résistance entre nial/nia2 et A17. Dans ce cas, I’hypothése ici serait que le nitrate jouerait
un role en tant que molécule signal dans I’immunité de M. truncatula plutdt que par sa
métabolisation. Par exemple, le nitrate en tant que signal réprime le métabolisme secondaire et

pourrait affecter ainsi les réponses de defense des plantes (Fritz et al, 2006). Cette hypothése
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est confortée par le fait que le génotype DZA045-6, dont la réponse au nitrate est altéree, est le

génotype le plus résistant des quatre génotypes sélectionnés.

Enfin, nous avons montré que les racines transformées surexprimant le géne codant pour
Hmp deviennent plus sensibles a A. euteiches. Les hémoglobines métabolisent le NO en nitrate.
Une hypothése alors émise était que la surexpression de Hmp pouvait diminuer les
concentrations en NO et donc expliquer I’augmentation de la sensibilit¢ chez ces plantes
transformées comme chez le double mutant nial/nia2. Nous n’avons cependant pas réussi a
doser le NO dans les racines transformées Hmp. Cependant, 1’augmentation de sensibilité chez
les racines surexprimant Hmp ne peut étre expliquée par le nitrate. Les dosages du contenu en
nitrate ne montrent pas de différence entre les racines contrdles et celles surexprimant Hmp.
Ainsi, dans le cas des racines surexprimant Hmp, la perturbation de I’homéostasie du NO serait
vraisemblablement a I’origine de la baisse de résistance observée comme ce qui a été analysé
chez les plantes d’A. thaliana surexprimant le gene GLB1 codant pour une hémoglobine non
symbiotique (Mur et al, 2012).

Enfin, les racines transformées surexprimant Hmp ou GSNOR sont affectées de maniére
opposée dans leur résistance a A. euteiches. Ceci pourrait s’expliquer par la spécificité de leur
role dans I’homéostasie du NO. En effet, les hémoglobines piégent directement le NO et
produisent du nitrate alors que le premier effet de la GSNOR est la régulation des contenus en
GSNO. L’ensemble des résultats obtenus indiquerait un réle spécifique des nitrates, NO et
GSNO dans I’immunité.

2. Perspectives

Nos différentes investigations (analyses de la production de métabolites secondaires, de
I’expression de génes candidats liés aux réponses de défense ou au métabolisme azoté, ou
encore de la modification des teneurs en acides aminés) ne nous ont pas permis de mettre
clairement en évidence les mécanismes moléeculaires pouvant expliquer la modulation,
génotype dépendante, de la résistance en condition de carence azotée.

Plusieurs perspectives seraient alors envisageables pour identifier les bases moléculaires

de ce phénomene.
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Figure CP.1: Mesure des teneurs en H,O, 1h aprés inoculation des racines des génotypes A17

et F83005.5 de M. truncatula par les zoospores d’A. euteiches

Les résultats semblent indiquer (i) une production d’H,O, pour le génotype A17 en milieu complet

mais pas pour le génotype F83005.5 et (ii) des niveaux de base plus faibles en milieu NO pour les
deux génotypes mais seulement de manicre significative pour le génotype A17.

Le graphique présenté correspond a une expérience représentative de 3 expériences indépendantes.
Les barres d’erreur correspondent a I’erreur standard (n = 4) et les lettres indiquent les différences

significatives (ANOVA suivie d’un test de Fisher p < 0,05).
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2.1 Poursuivre la piste des RNS et de leur homeostasie

a. Intégrer la dimension « variahilité génotypique »

Pour conforter I’hypothése que 1’augmentation d’activit¢é GSNOR et des niveaux de
SNO jouent un réle important dans 1’augmentation de résistance de A17 en milieu N@, il serait
intéressant de tester si, dans les génotypes N@-IS, la carence en azote n’induit pas au contraire
une baisse d’activité GSNOR et des niveaux de SNO qui pourrait expliquer leur sensibilité
accrue dans ces conditions (en comparaison avec les génotypes N@-IR). Des premieres
expériences ont été entreprises mais la détection des SNO est délicate et les trés faibles
variations de concentration entre génotypes rendent I’interprétation des résultats difficile. La
méthode de Saville-Griess, utilisée pour nos expériences, est basée sur la détection d’ions
nitrites. Cette méthode peut étre contestée par le fait qu’en systéme biologique, il y a nettement
plus de nitrites que de SNO (Diers et al, 2014), ce qui fait que les niveaux de SNO sont proches
de la limite de détection avec cette méthode. D’autres méthodes plus sensibles de détection du
SNO pourraient étre envisagées comme par exemple ['utilisation de sonde fluorescente (Alexa
fluor 488 Hg-link phenylmercury) (Valderrama et al, 2007) ou la méthode de Photolyse-
chemiluminescence (Mannick et al, 1999).

b. Mesure des ROS et RNS sur des temps courts d’infection

Les dosages des ROS et des RNS publiés dans Thalineau et al, (2016) ont été réalisés a
7 jours apres infection. La production de ces molécules est, cependant, considérée comme un
événement moléculaire précoce de défense et dont les concentrations évoluent au cours du
temps. En effet, Djébali et al, (2011) ont montré une diminution rapide d’H20> chez le génotype
A17 apres infection par A. euteiches alors que cette diminution est observée seulement au bout
de 3 jours chez F83005.5. Une analyse cinétique de la réponse a A. euteiches sur des temps trés
courts des niveaux de ces molécules nous parait alors intéressante.

Une premiére étude de la production d’H2O; a éte réalisée durant la phase précoce de
réponse de défense. Pour cela, les plantes des génotypes A17 (NG-IR) et F83005.5 (N@-1S) ont
des zoospores d’A. euteiches et une mesure de la production de ROS a été réalisée au bout d’une
heure. Les résultats obtenus (Figure CP.1) pour le génotype A17 ressemblent a ceux observés
a 7 jours d’infection dans I’article (Thalineau et al, 2016) et montrent de plus qu’il pourrait y
avoir un effet génotypique dans la signalisation. En milieu complet, la différence de production
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Figure CP.2: Cinétique d’activation des MAPKSs dans les racines des génotypes A17 et F83005.5

en réponse a la carence en nitrate et a A. euteiches

Les résultats montrent la présence de deux bandes a environ 45 et 49 kDa, qui pourraient correspondre
respectivement aux orthologues des MPK3 et MPK6 chez A. thaliana . Chez le génotype A17, la carence
en nitrate semble induire ’activation de MPK6 entre 30 min et 1 h. La présence d’ 4. euteiches induit
I’activation des MAPKs durant toute la durée de 1’expérience pour le génotype A17 et quel que soit le
milieu nutritif. Un pic d’intensité est cependant observé en fonction du temps. En milieu complet, le pic
se situe a 1 h aprés inoculation et, en milieu N@, a partir de 30 min apres inoculation. Chez le génotype
F83005.5, une activation des MAPKs est observée en milieu complet en présence d’A. euteiches. En
milieu NO@, D’activation est observée a 30 min en présence d’A. euteiches et semble diminuer
progressivement au cours de I’expérience. Ces résultats montrent I’activation des MAPKs en milieu
complet quel que soit le génotype. L’activation des MAPKSs par 4. euteiches en milieu NO est seulement
observée chez Al7.

Lexpérience présentée a été réalisée sur le génotype tolérant (A17) et sur le génotype sensible
(F83005.5) cultivés pendant 1 semaine en milieux complet ou carencé en nitrate (N@) et en présence (+)
ou en absence (-) d’A4. euteiches. L’expérience correspond a une expérience représentative de trois
expériences indépendantes (n = 8). Pour le génotype Al7, la coloration au Bleu de Coomassie est

présentée en-dessous des signaux issus d’immunodétection, comme témoin de charge des gels.
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de ROS en présence de 1’agent pathogene pourrait expliquer la différence de résistance entre
les deux genotypes, avec une production plus importante de ROS dans le génotype le plus
résistant (A17). En carence azotée, les niveaux de ROS en présence d’A. euteiches ne sont plus
corrélés a I’augmentation de résistance de A17 et la baisse de celle de F83005.5. Il reste ainsi a

mieux comprendre les liens entre les niveaux d’H2O; et la résistance a A. euteiches.

c. Etudier les modifications post-traductionnelles induites par le NO

L’analyse de profils de protéines modifiées post-traductionnellement par le NO pourrait
étre utilisée afin d’identifier ces cibles et ainsi de mieux comprendre son rdle dans la
signalisation. Cette analyse nous parait d’autant plus pertinente dans la mesure ou la détection
du NO est difficile. L’étude de la tyrosine-nitration et de la S-nitrosylation comme MPT de
protéines racinaires est envisagée dans des conditions de culture des plantes en milieu complet
ou carencé en azote qui modulent les teneurs en NO, SNO et ONOO" (Thalineau et al, 2016).
Si la présence de protéines S-nitrosylées et/ou tyrosine-nitrées est confirmée, celles-ci pourront
étre identifiées par une immunoprécipitation et par des analyses en spectrométrie de masse.
L’analyse qualitative des protéines pouvant étre S-nitrosylées et/ou tyrosine-nitrées permettrait

d’approfondir la modulation de la résistance par le NO.

d. Etudier le role des MAPKSs en lien avec NO

En raison de son impact majeur dans les réponses aux stress, la voie des MAPKS pourrait

également étre une piste a étudier. En effet, ’activation des MAPKSs par phosphorylation est un
événement classique des réponses précoces des plantes en condition de stress biotique (Garcia-
Brugger et al, 2006). De plus, il a été montré que le traitement de feuilles ou de suspensions
cellulaires par du NO entraine 1’induction de la MAPK SIPK ((SA)-induced protein kinase)
(Kumar & Kilessig, 2000; Besson-Bard et al, 2008a). Les MAPKs sont connues pour étre
également importantes dans la réponse nutritionnelle. Par exemple, les MPK3 et 6 sont activées
lors d’une carence en Pi (Lei et al, 2014). Wang et al, (2010) ont montré que la production
d’H20: entraine une phosphorylation de nia2 par MPK6 conduisant & une augmentation de
I’activité NR et ainsi a une production de NO. En raison de son impact majeur dans les réponses
au stress, et de son lien avec la signalisation NO, la voie des MAPKSs nous semble également
importante a regarder.

Une analyse préliminaire de 1’activation des MAPKSs a été réalisée a partir des plantes
Al7 et F83005.5 cultivées pendant une semaine en milieu complet ou N@ et inoculées par A.

euteiches. Nos premiers résultats (Figure CP.2) indiguent que les MAPKs semblent étre un
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¢lément intéressant a prendre en compte dans la modulation de la résistance par 1’azote. Les
liens entre les productions de ROS et RNS et I’activation des MAPK pourront étre étudiés en
utilisant des inhibiteurs de synthese ou des donneurs de ces molécules et également en utilisant

les mutants dont I’homéostasie du NO est perturbée (racines transformées).

2.2. Poursuivre I’étude du role de la glutamine

a. Etendre les dosages de la glutamine et des acides aminés a d’autres génotypes

Nous pourrions doser les teneurs en Gln et autres acides aminés dans les racines
inoculées des 10 génotypes dont nous avons étudié la modulation de la résistance par la carence
azotée. Dans cette collection de génotypes, certains sont plus résistants en milieu complet que
Al7 (N@-IR) tout en présentant un comportement N@-IS (par exemple R108) et d’autres sont
plus sensibles (DZA315-16) tout en étant plus résistants en milieu N@ que Al7. Il est donc
possible de dissocier la resistance en milieu N (NJ-1S et NG-IR) de celle sur milieu complet.
Si les teneurs en GIn des racines inoculées sont corrélées aux niveaux de résistance sur milieu
complet et sont modifiées en milieu N@ en fonction de la résistance, cela permettrait d’affirmer

que cet acide aminé permet de distinguer les lignées N@-1S et N@-IR.

b. Etudier les liens glutamine et statut redox

La GIn pourrait avoir une influence sur le statut redox des plantes sensibles. En effet,
Liu et al, (2010) ont montré que la Gln jouait un réle inhibiteur sur 1’accumulation d’H20> dans
les feuilles infectées et pourrait ainsi rendre les plantes plus sensibles aux agents pathogénes.
L’originalité de notre étude est que les acides aminés ont été dosés dans les racines de la plante
et ceci laisse supposer que cet effet de la GIn pourrait étre étendu a la régulation du statut redox
racinaire. L’étude du statut redox (dosages d’H20:2 et de GSH, mesures d’activités des enzymes
antioxydantes) nous semble intéressante a poursuivre d’autant plus que 1’analyse préliminaire
des ROS chez F83005.5 (Figure CP.1) ne montre pas de production d’H202 en réponse précoce

a A. euteiches contrairement au génotype A17 en milieu complet.
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NO Milieu complet
A Al7 F83 Al17 F83
- + - + - + - +
42 kDa —_— | — |
39 kDa ==~ ‘ — 8 - ’
B

Figure CP.3: Tyrosine nitration de la glutamine synthétase

(A) Détection des deux isoformes de la glutamine synthétase par Western blot ciblé contre les deux
isoformes de la GS. L’expérience présentée a été réalisée sur les deux génotypes A17 et F83005.5
cultivés pendant une semaine en milieu complet ou carencé en nitrate (NO) et en présence (+) ou
en absence (-) d’A. euteiches. Le signal obtenu a 39 kDa correspond a I’isoforme cytoplasmique
GSI1 et la bande a 42 kDa correspond a I’isoforme plastidique GS2. (B) Détection de la GS grace

a un anticorps ciblé contre les tyrosine-nitrées.

Expériences réalisées par A. Berger
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c. Etudier le role et la réqulation de la glutamine synthétase

La GIn pourrait étre un acide aminé préférentiellement utilisé par A. euteiches.
Effectivement, cet acide aminé peut servir de source azotée pour A. euteiches (Lumsden et al,
1970) et est une source préférentielle d’azote pour de nombreux champignons (Tudzynski,
2014). Cet agent pathogéne pourrait manipuler le métabolisme de la plante (biosynthese de Gln)
pour favoriser son développement comme cela a été décrit pour d’autres agents pathogénes
(Seifi et al, 2014).

L’analyse de transcrits de glutamine synthétase a montré que 1’expression de MtGSla
et MtGS1b était augmentée au cours de 1’infection en milieu complet chez les génotypes N&-
IS seulement (cf Chapitre | Figure 5B article) et en milieu N@ chez le génotype N@-IS
F83005.5 mais pas chez SA022322. Cette augmentation des niveaux de transcrits de génes
codant pour des GS1 a déja été constatée dans d’autres pathosystemes (Tavernier et al, 2007)
et est corrélée a une augmentation des teneurs en Gln liée a I’activation de la remobilisation de
I’azote comme réponse de défense de la plante infectée. Il serait alors intéressant de tester le
niveau d’expression des GS dans les racines a différents temps aprés inoculation et d’analyser
si ces expressions sont corrélées au développement de 1’agent pathogene et a I’expression de
certains effecteurs ainsi qu’aux niveaux de Gln racinaires. Ceci permettrait de mieux

appréhender les liens entre Gln et pathogénicité d’A. euteiches.

Sachant que les GS peuvent étre régulées post-traductionnellement, il serait intéressant
d’étudier les MPT des GS dans des conditions ou les teneurs en Gln dans les racines inoculées
augmentent sans qu’il n’y ait augmentation de I’expression des GSla et GS1b. En effet, nous
avons observé que le niveau de ONOO™ augmente en milieu N& chez Al7. Le ONOO" peut
induire une MPT appelée tyrosine nitration, pouvant conduire a 1’inactivation de protéines
cibles du métabolisme azoté, telle que la GS1a (Melo et al, 2011). L’inactivation de cette GS
par tyrosine nitration aboutirait a I’augmentation de la concentration en glutamate et en GSH
(dont le glutamate est précurseur) et ainsi modulerait les capacités antioxydantes dans les
nodosités lors de la mise en place de la symbiose. Une analyse préliminaire de la régulation de
la GS a été réalisée chez les génotypes A17 et F83005.5 en milieu complet ou N@ infectés ou
non par I’agent pathogene. Une diminution de la teneur en GS2 suite a la carence azotée est
observée chez les deux génotypes (Figure CP.3A). Une premiére expérience a révelé que la
GS2 était tyrosine-nitrée dans toutes les conditions alors que les GS1 semblent seulement 1’étre

chez le génotype F83005.5 en absence d’A. euteiches (Figure CP.3B). Ces résultats, qui restent
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a confirmer, indiqueraient que les MPT des GS sont dépendantes du génotype de la plante mais
les liens entre ces MPT et I’accumulation de la Gln doivent étre clarifiés.

L’analyse de phosphorylation de protéines, autre MPT, nous semble également étre une
piste a étudier. Effectivement, chez le colza, la GS1, active dans les feuilles sénescentes, peut
étre phosphorylée par des protéines kinases et phosphatases. Cette phosphorylation permet a la
GS d’interagir avec les protéines 14-3-3, augmentant ainsi son activité (Finnemann &
Schjoerring, 2000). Nous pourrions alors nous intéresser a cette MPT et également a

I’interaction avec les protéines 14-3-3.

2.3. Développer une approche plus globale et intégree

Contrairement aux approches ciblées mises en ceuvre dans cette thése (étude du niveau
d’expression de geénes candidats, de 1’accumulation de composés phénoliques solubles des

différents acides aminés), il conviendrait d’aborder cette étude par des approches plus globales.

La génétique d’association (GWAS, genome wide association study) est une
méthodologie relativement récente qui permet d’accéder aux régions génomiques controlant
ces caracteres complexes mais a des échelles plus fines puisqu’elle permettrait d’identifier des
génes candidats ou les régions régulatrices potentiellement importants pour 1’adaptation des
plantes au stress azoté et pour leur résistance a A. euteiches, ainsi que les liens entre ces deux
traits d’importance agronomique. Le génome d’environ 200 lignées différentes de M.
truncatula est aujourd’hui séquencé ce qui rendrait cette méthode utilisable dans notre étude
(Bonhomme et al, 2014). Cependant, cette méthode nécessite un phénotypage précis de pres de
200 lignées dans 4 conditions (plantes cultivées sur milieu complet ou carencé et en présence
d’A. euteiches) et au moins 2 expériences indépendantes soit environ 30 000 plantes. Une
robotisation de ce phénotypage, par la plateforme de phénotypage a haut débit, est actuellement

testée.

Une approche par analyse transcriptomique/métabolomique permettrait de nous
renseigner sur les voies métaboliques dérégulées dans nos conditions expérimentales. Par
exemple, nous pourrions comparer le transcriptome/métabolome des racines du génotype N@-

IS F83005.5 cultivé sur milieu complet ou NO en présence ou non d’A. euteiches avec celui des
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racines du génotype N@-IR Al7 cultivé dans les mémes conditions. Il pourrait étre aussi
intéressant de comparer le transcriptome/métabolome du génotype F83005.5 cultivé en
présence de BABA avec celui du génotype A17 en milieu N@ en présence ou non de 1’agent
pathogene afin de voir s’il existe des génes dont I’expression est corrélée dans ces différents
traitements. L’inconvénient de ces analyses est qu’elles risquent de mettre en évidence de
nombreux genes/voies métaboliques différentiellement régulés entre ces génotypes (Al7 et
F83005.5). Nous nous focaliserons de préférence sur les genes et voies connues pour jouer un
role important dans les réponses de défense liées au stress redox ou a la remobilisation de I’azote
et dont I’expression différentielle entre les deux lignées est fortement marquée. Un premier tri
des génes candidats pourra étre fait sur la base de leur expression différentielle étendue aux
autres lignées N@-IS SA022322 et NJ-IR DZA045-6.

Le role de génes nouvellement identifiés pourra alors étre étudié dans un premier temps
par I'utilisation de racines transformées. Il serait également intéressant de travailler ensuite avec
des plantes composites, des mutants tilling (Le Signor et al, 2009) ou Tnt1, d’autant plus qu’une

collection de ces mutants est disponible (http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php).

2.4 Etudier I’'impact de la carence azotée sur la résistance a A. euteiches en

conditions « naturelles »

Les différentes expériences de la these ont été réalisées in vitro. Cependant, dans leur
environnement naturel, les plantes sont en contact avec différents microorganismes. Parmi ces
microorganismes, on retrouve des bactéries (symbiotiques ou libres) qui peuvent améliorer la
nutrition azotée de la plante par fixation de 1’azote atmosphérique. Il serait donc intéressant
d’étudier si ces microorganismes bénéfiques peuvent impacter la résistance de la plante par leur
contribution a la nutrition azotée. L’utilisation de bactéries fixatrices d’azote, symbiotiques
(Rhizobium) et libres (Azotobacter et Azospirillum) en méme temps que 1’infection permettra
de mettre en évidence si la disponibilité en azote par fixation joue un réle sur la résistance et si
les effets bénéfiques des microorganismes fixateurs d’azote peuvent étre expliqués par leur effet

sur la nutrition des plantes.
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La réponse a toutes ces questions permettrait de générer des connaissances concernant
les relations entre nutrition azotée, microorganismes bénéfiques et immunité des plantes. Des
génotypes résistants en condition de nutrition azotée optimisée pourront étre identifiés et des
stratégies d’amélioration de la résistance en agissant sur les sources d’azote et la gestion de
microorganismes bénéfiques pourront étre proposées, ce qui participerait a la réduction des

intrants.
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Activites scientifiques
Publications

E. Thalineau, HN. Truong, A. Berger, C. Fournier, A. Boscari, D. Wendehenne and S.
Jeandroz. Cross-regulation between N metabolism and nitric oxide (NO) signaling

during plant immunity. Frontiers in Plant Science (2016)

HN. Truong, E. Thalineau, L. Bonneau, C. Fournier, S. Potin, S. Balzergue, D. van
Tuinen, S. Jeandroz & D. Morandi. The Medicago truncatula hypermycorrhizal B9
mutant displays an altered response to phosphate and is more susceptible to

Aphanomyces euteiches. Plant, Cell and Environment (2015)

Communications orales

. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effets de la nutrition
azotée et du génotype de la plante sur la résistance de Medicago truncatula a
Aphanomyces euteiches, 31 Mai - 1¢'
Juin 2016, Dijon

. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effets de la nutrition
et du génotype de la plante sur la résistance de Medicago truncatula a Aphanomyces
euteiches. , Mars 2016, Dijon

. Thalineau E. Interaction between Medicago truncatula and the pathogenic oomycete
Aphanomyces euteiches: effects of nitrogen nutrition and plant genotype.
, 1 —3 Juillet 2015, Rennes

. Thalineau E., Fournier C., Wendehenne D., Truong HN. et Jeandroz S. Interaction
between Medicago truncatula and the pathogenic oomycete Aphanomyces euteiches:
effects of nitrogen nutrition and plant genotype.

, 29 — 30 Juin 2015, Paris
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. Thalineau E. Interaction between Medicago truncatula and the pathogenic oomycete
Aphanomyces euteiches: effects of nitrogen nutrition and plant genotype.
, 18 — 19 Juin 2015, Dijon

Communications affichées

. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effects of nitrogen
nutrition and plant genotype on Medicago truncatula resistance against Aphanomyces

euteiches. , 21-23 Septembre 2016, Perpignan

. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effects of nitrogen
nutrition and plant genotype on Medicago truncatula resistance against Aphanomyces
euteiches. , 22-26 Aolt 2016,
Montpellier

. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effects of plant
nutrition and genotype on Medicago truncatula defense responses against Aphanomyces
euteiches. , 11-12 Décembre 2014, Gif sur
Yvette

. Truong HN, Thalineau E, Bonneau L, Fournier C, Potin S, Balzergue S, van Tuinen D,
Jeandroz S, Morandi D. The Medicago truncatula hypermycorrhizal B9 mutant
displays an altered response to phosphate and is more susceptible to Aphanomyces
euteiches. , 11-12 Décembre 2014, Gif sur
Yvette

. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Jeandroz S, Truong-Cellier HN. Effects of
plant nutrition and plant genotype on defense responses in Medicago truncatula.
, 23-24 Juin 2014, Besancon

. Thalineau Elise. Effet de la nutrition et du génotype sur les réponses de défense chez

Medicago truncatula. , 24 Mars 2014, Dijon
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Activités scientifiques

Enseignements

année de these: 64 h d’enseignements en biologie végétale (L1)

Travaux pratiques:

La structure primaire de la tige, de la feuille et de la racine des Angiospermes
La structure secondaire des Angiospermes et des Gymnospermes
Le développement du fruit

2°Me année de thése: 64 h d’enseignements en biologie cellulaire (L1).

Travaux dirigés:

Le cycle cellulaire

Les virus

Travaux pratiques:

Noyau interphasique et division cellulaire chez les Eucaryotes
Méiose

Echanges d'eau et de substances dissoutes: diffusion et osmose

1% année de thése: 32 h d’enseignements en biochimie (L1)

Travaux pratiques:

Les acides aminés: analyse par électrophorése et par chromatographie de partage sur
couche mince

Les acides nucléiques: purification de plasmide et amplification

Formations

Formations générales:

Logique de la thése dans son environnement académique
Analyse de données

Initiation au logiciel R

TOEIC

Module de grammaire Anglais

Module de présentation professionnelle Anglais
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e Formation préparant a I’insertion professionnelle:
- Communication interpersonnelle et gestion d’équipe
- Leadership et encadrement d’équipe
e Stages:
- Formation a la transgénése chez M. truncatula (UMR 1355 INRA Sophia Antipolis)
- Formation au dosage par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse des acides aminés (UMR 6249 Chrono-environnement
Montbéliard)

Co-encadrement d’étudiants

- Liens entre le nitrate et le monoxyde d’azote dans la réponse

immunitaire de Medicago truncatula.

1" stage : Caractérisation de la réponse a une carence en azote de quatre génotypes
de Medicago truncatula présentant des degrés de résistance différents a 1’agent
pathogene Aphanomyces euteiches : dosages de nitrates, d’anthocyanes, de
composés phénoliques solubles, et étude microscopique.

2¢me stage : Etude de I’homéostasie du NO dans différentes conditions (milieu
complet ou carencé en nitrate) dans les racines de M. truncatula transformées ou
non: dosages Bradford, de SNO, de I’activit¢ GSNOR.

- Validation des conditions de culture et analyse par PCR
quantitative relative de 1’impact de la nutrition et de 1’inoculation par un agent

pathogene sur I’expression de génes chez Medicago truncatula.
- Impact de la nutrition sur la réponse de M. truncatula a I’¢licitation

et a A. euteiches: tests d’infection de M. truncatula, test ELISA, dosages des ROS
et du NO.
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