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Figure 1.1 : Production mondiale de pommede terre 19912007 en millions de tonnes
(FAO, 2008).
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Changemerst climatiques, explosion démographique, épuisement des énergies fossiles,
socioéconaniques, sont les principaux défis, complexes et interdépendants, auxquels le
monde estctuellement confronté. édgrands organismes comme les Nations Unies grace a
OHXU SURJUDPPH SRXU OH GpYHORS StRlH @3un efitde etV IDWW
diversifiee a ces problématiques. AiND I XQ GHV KXLW REMHFWLIV GX 31
OfH[WUrPH SDXYUHWp HW OD IDLP GDQV OH PRQGH

En 2050,'humanité devrait dénombrer@milliards G L Q G LaitluGexavigmentation
de prés d@5% par rapportauX,2 PLOOLDUGYV GrWUHYV KXPDLQV SHXSODC
2013). Cette importante croissance démographiguecipalement localisée dans les régions
les moins développéesa nécessiter un systeme agricole efficace en termesodactipn
tout en ayant urfaible impact sur I'environnementDans ce contextd,agriculture doit
s'adapter et des stratégiesordonnées doivent étre élaboré8dLQ GIDSSRUWHU XQH
globale, plusieurs groupes de recherches travaillent de comMdetamment, le centre
international de la pomme de la terre (GIPérou), par la voix de sa directrice Mme Pamela
$QGHUVRQ DIILUPD ORUV GH OYDQQpH PRu @dubueide@H OD SF
pomme de terre peut contuiér grandement a réae la faim dans le monde, ainsi que la
pauvretg FAO, 2008.

En effet, & secteur de la pomme de terre est en plexpansionFigure 1.1). En 2007,
sa culture est la quatrieme plus importante aprés celle du mais, du blé etldaqizau début
des anges 90, la plupart des pommes de terre étaient cultivées et consosundes
continent européen eneémeérique du Nord. Depuigss années 60a productioncumulée en
Asie, Afrigue etAmérique latinea été multipliée par 6, de 30 millions de tonagdusde 165
millions de tonnes en 20QBur les 325 millions de tonnes de la production mondi&e)
2005, pour la premiéere fois, la production de la pomme dedes@ays en développement
dépasécelle ces pays développdfigure 1.1) $X MR X U G §dudtibn nipbdisdelUatteint

374 millions de tonnes.



Figure 1.2 : Principaux pays producteurs de la pomme de terre en 2012 (FAO, 2012).

Figure 1.3 : Valeurs nutritionnelles pour 100 g de pommes de terre cuites avec leur peau
et épluchées avant consomntian (FAO, 2008)



SilH UHQGHPHQW PR\HQ HVW GTHQYLURQ WRQQHV j O
GT$PpULTXH GX 1RUG HW GMmHdXdem ScHtre R4 Fdt G5 QAN
Actuellement, & Chine est le premier producteur mondial de pommes ae(kgure 1.2).

/IT$VLH IRXUQLW HQYLURQ GHV WXEHUFXOHV PRQGLDX]
assurée par les pays du continent europé§iXxQ SRLQW GH YXH GHASD FRQVR
utilise prés de la moitié des pommes de terre produites éamohde Néanmoins,ds plus

gros consommateufen kg par habitant et par an) sted Europées (FAO, 2012).

La pomme de terre restencore sousutilisée dans certains pays du Tiers Monde,
notamment en Afrique sudaharienne, mais globalementmaducton et saconsommation
progresset dans les pays en développement. En effet, la culture de la pomme de terre
nécessite peu de surface et est adaptée a des conditions climatiques plus rudes que pour les
autres grandes culture.Q OTHVSDFH GH ar sovRycld Wégdtatif [Bef, les
rendements sont élevés et des systemes de double culture (avec le riz) ou de cultures
intercalaires (mais et soja) sont possibles. Ainsi, les récoltes constituent une source de revenus
importante pour les petits practeursen général (FAO, 2008) et poueai leur assurer une

certaine sécurité alimentaire.

La grande valeur nutritionnelle de p@mme de terréFigure 1.3) est, de plus, un atout
pour ces familles et la lutte contre la malnutritibime fois bouillie, une pome de terre de
taille moyennel RXUQLW HQYLURQ OD PRLWLp GHV EHVRLQV TXRYV
DLQVL TXH GILPSRUWDQWHYV TXD QWIlavggmmesdd tereléonteeht SR W D
aussi des quantités importantes de vitamine B et apgesteligeéléments essentiels tels que

le manganése, le chrome, le sélénium et le molybdene.

Source de revenus et de nutrition, le développement de la culture de la pomme de terre
GDQV OHV SD\V pPHUJHQWY SRXUUDLW UpERQdMMe; OTREM

de moitié la population victime de la pauvretéela faim.

Néanmoins, certaines maladies de la pomme de terre sont responsables de famines
historiques. Par exemple, le mildiou est connu pour avoir provoqué, entre 1845 et 1848, la
grande famine irlandaise qui a comptabilisé erting cent mille et un milliode mort (Abad

et Abad, 1997). Cette crise a poussé les irlandais a immigrer en masse vers-ldsi&tats

Une meilleure connaissance de la résistance naturelle de la pomme destesrmaladies

pourra contribuer au développement de sa culture, en toute sécurité sanitaire.



Figure |.4 : La famille des solanacées.

(OOH UHJURXSH GHV SODQWHV G L Qte¥ pugkaVgomraeRde RREL. TXHV H
O 1D X E HU J kt,Qaromate] Ie/\merlettp://www.exploratheque.n(]ieI/




l.1.La pomme de terre et ses maladies

La pomme de terre est une angiosperme, appartenant a la famille des solanacées
(Solanaceak Elle a été nommésolanum tuberosumn 1595par Gaspar Bauhjmaturaliste
suissg15601624)

1.1.1. Les solanacées

Les especes de la famille Solanacées sont extrémement divesk®s leur biologie des
herbes annuelles aux arbres pérennes, leur haldtadésert aux fé@ts tropicales humides,
ou leur morphologie des fleurs et des fruits (Knapp, 2002). Les Solanacées sont originaires
SRXU OHXU PDMRULWpP GYI$PpULTXH GX 6XG HW GY$PpULTXH

/ID IDPLOOH FRPSUHQG XQH FHQWD IOQésp&es (DHtead vV HW G|
al., 2008), dont une moitié appartient au geBaanum(Weese et Bohs, 2007). Depuis
OYDYgQHPHQW GHV PDUTXHXUV PROpFXODLUHV UpYpODW
classification des membres de la famille des Solanacées a é&nt&m dans une logique
phylogénétique et a été assez fortement remaniée (Olmstezld 2008). Par exemple le

passage des gentegcopersicoret Cyphomandralans le genr&olanum

Le genreSolanumregroupe environ 1300 especes dont plus de 200 soétetiges
(Hawkes &HV GHUQLQUHV VRQW UHJURXSpHV GDQV OD \
espéeces forme un groupe ayant un nombre chromosomique de base égsl @&at? du

niveau diploide au niveau hexaploide.

ConsidéréeFRPPH OTXQH GWWOD @WKV SRXRUOTDOLPHQWDWLRQ |
VRODQDFpHY UHSUpVHQWH OH WURLVLqQPH WD[RQ GYLPSRU
des plantes alimentaire§-igure 1.4), telles que la tomateSplanum lycopersicunt.),

O 1D X E BUnddloRdénd.), la pomme de terreS( tuberosun.), le piment (Capsicum sp.)

HW GIDXWUHV HVSqFHV PRLQVS FRIEQUMAIV), RR&dgilleogd SpSLQ
quitoenseLam) et le coconaS. sessiliflorunDunal). La famille Solanaceae comprend aussi

le tabac Kicotiana tabacumL.), ainsi que de nombreuses especes utilisées a des fins

pharmaceutiques ou ornementales (Olmsetad, 2008).



Figure 1.5 "HVFULSWLRQ JpQpUDOH GYXQ SODQW GH SRPPH G
Jouan, 2009).



1.1.2. Botanique et cycle végétatif de la pomme de terre

La pomme de terre est une plante vivace a multiplication végétativeadiest une
reproduction a partir des tubercules, mais est également capable de se reproduire par la voie
sexuée (floraison et fructdation). Elle présente deux types de tiges : des tiges aériennes qui
portent les feuilles puis les fleurs et les fruits, et les tiges souterraines, rhizomes ou stolons,

sur lesquelles apparaissent les tubercules a leur extrigngjtée 1.5).

[.1.2.1. Le systéme aérien

Le systeme aérien de la pomme de terre comporte de deux a dix tiges, plus ou moins
GUHVVpPHV HW j VHFWLRQ LUUpPJXOLqUHFQue 15.QePtigdsUH GH
DpULHQQHV QDLVVHQW j SDUWLU GX WXEH WE(@berculltUPp OR
mere). Normalement de couleur verte, elles peuvent exceptionnellement présenter une
coloration rouge pourpre. Les feuilles sont insérées sur la tige selon une phyllotaxie spiralée.
Elles sont imparipennées et comptent de 7 a 9 folioles weeftancéolée et de tailles
KpWpURJgQHY 'H SOXV SHWLWHV IROLROHV VYLQWHUFDO
floraison donne naissance a des inflorescences cymeuses. On compte généralement 7 a 15
fleurs, au maximum une trentaine. Les fleurs samtégalement autogames mais souvent
stériles. Les fruits sont des baies sphériques de 1 a 3 cm de diamétre, contenant de
QRPEUHXVHYVY SHWLWHYV JUDLQHYV DOEXPLQPHV GRQW OfYLC

essentiel en sélection variétale (Sidika002).

/IHV DVSHFWV HW FRORUDWLRQV GHV IHXLOOHYV DLQVL TX
fleurs par inflorescence ainsi que la couleur des fleurs (blanche, mauve, bleutée, rouge

violac€) caractérisent les différentes variétés de pomme de terre.

1.1.2.2. i f " areil souterrain

A patrtir du tubercule mére naissent les rhizomes ou stolons, tiges souterraines dont les
extrémités renflées constitueront les nouveaux tubercules. Le systéme racinaire se développe
a partir des stolons. Il se compose de racines fascg;ulé@mbreuses et fingsigure 1.5)
SRXYDQW SpQpWUHU SURIRQGpPHQW OHV VROV PHXEOHV N



Figure .6 6 WUXFWXUH H
tubercule de pomme de terre
(Vanderhofstadt et Jouan, 2009)

Figure 1.7 : Cycle végéttif et stades de développement de la pomme de tenigadtchi|et
Olivier, 2004)




1.1.2.3. Le tubercule

Le tubercule(Figure 1.6), organe de conservation et de multiplication végétative, est
IRUPp SUqV GH OD VXUIDFH GX VRO ,0 DVVXUH OD IRQFWL
réserve produites par la photosynthése, et la redistribution des réserves nécessaires au
développement et a la croissance du jeune plant (Vanderhofstadt et2Gfi$n,

/HXU QRPEUH DX PD[LPXP GpSHQG GH OD YDULpWp G
en éléments nutritifs. Les tubercules sont de forme et de calibre variables et leur poids moyen
ne dépasse pas 300 g (FAO, 2008). Le télogure 1.6) désignela partie du tubercule du
F{Wp GX VWRORQ /fH[WUpPLWp DSLFDOH HVW j OTH[WUpP
développent a partir des yeux et deviendront un germe, puis un stolon ou une tige. Les
lenticelles sont des pores assurant les échanges[gazdp SDUWLYV GDQV OfpSLGHUF

Sa structure (forme, couleur, peau, chair, germes) est différente selon les variétés cultivées.

1.1.2.4. Le cycle végétatif

Du cycle végeétatif découlent les différents stades de développerrgntre( 1.7;
Sidikou, 2002).

La phase de croissance $ SDUWLU GTXQ WXEHUFXOH SODQWp O
développent en tiges aériennes et en tiges souterraines munies de racines fasciculées. Pendant
cette phase de croissance qui dure 30 a 40 jours, la plante vit pratiguemestréserves du
WXEHUFXOH PqUH /HVY UDFLQHV SHUPHWWHQW OfYDSSRUW |
besoins en eau de la plante augmentent avec la croissance foliaire et la tubérisation.

La tubérisation ou formation des tuberculedApres la plase de croissance, la tubérisation
FRPPHQFH SDU XQ DUUrW GH OTpORQJDWLRQ GHV VWRORQ
IUXFWLILFDWLRQ SXLV VIDUUrWH DX FRXUV GH OD VpQHVF

Repos végétatif et germinati : Dés sa formation, le tubercule de pomme de terre entre en
UHSRV YpJpWDWLI RX GRUPDQFH YUDLH ,O HVW LQFDSDE
conditions favorables. La durée du repos végétatif est tres variable (de 17 a 40 semaines) et
dépem principalement de la variété, ou de la température.

La germination peut étre provoquée par une blessure ou une meurtrissure, ou par une
incubation a 10/15°C ou par la lumiere. Les tubercules deviennent alors capables de germer,

bouclant ainsi le cycledgétatif (Sidikou, 2002).
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Figure 1.8: Les différents organismes producteurs de plants en France.

www.plantdepommedeterre.qrg
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1.1.3. La pomme de terre en France

Depuis au moins 7000 ans, la pomme ¥ eHUUH HVW GRPHVWLTXpH G¢IC
Titicaca dans la cordillére des Andes, puis en Europe vers la Kvtii'siécle a la suite de
OD GpFRXYHUWH GH Of$PpULTXH )$2 $XMREBUGIKXL
pays En France, le pharmari Parmentier (173Z813) comprit le premier la nécessité de
IDLUH FRQQDVWUH HW G p YfiHéBeR &St de @ffé] Qe\fa-hPoHWOIEN Gl OD ©
consommation, aprés la famine de 1-2690. De nos jours, la production pour la
consommation osdé entre 4,5 et 5 millions de tonnes par an. La France se situe ainsi au
VHFRQG UDQJ GH OT(XURSH GH OYf2XHVW GHUULQUH OT$00
devant le Royaumbni (4,6 millions de tonnes). Les surfaces cultivées ont nettement
dmiQXp GDQV OHV DQQpHYV SRXU VH VWDELOLVHU DXMRX
le méme temps, les rendements se sont améliorés, permettant de maintenir le niveau de
récolte. La filiere pomme de terre francaise est principalement gérée par latieédé
Nationale des Producteurs de Plants de Pomme de Terre (FN3PT). Créée en 1932, la FN3PT
regroupe depuis l'origine les syndicats de producteurs de plants de pommes de terre, et depuis
1994, le Comité Nord, Bretagne Plants, et le Comité Centre &Sgdre |.8).

Ces différentes organisations ont pour missions

- le contrble et la certification des plants par délégation du Ministére de I'Agriculture
- la production de plants (boutur@svitro, mini tubercules)

- l'amélioration des techniques deoguction et l'appui technique aux producteurs de
plants

- l'organisation économique du secteur

- la création variétale et la promotion de la filiere aux niveaux national et international.

La sélection variétale est réalisée par 4 statio@@mité Nord Bretagne Plants,
GROCEP et GERMICOPA (structure privée). Ces stations collaborent avec de nombreux
partenaires (producteurs, coopératives, négociants). Elles s'appuient sur un important réseau

d'essais en Europe pour évaluer le comportement agronomegienalvelles variétés,

choisies pour leurs qualités culinaires, ainsi que pour leur résistance aux maladies.

Ainsi, chague année sont créées de nouvelles variétés dans tous les créneaux d'utilisation :
FRQVRPPDWLRQ HQ IUDLV SUL RaiohUexgoKdlidny tramstdrihbetien FR QV

(chips, frites, fécule...).
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Figure 1.9: Schéma de la production de plants de pomme de terre en France.

www.plantdepommedeterre.qrg

Figure 1.10: Etiquette de cetification attribuée a un lot

1 lot = 1 parcelle, 1 origine, 1 classem

htv(v.plantdepommedeterre.d
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Pour obtenir un haut niveau de qualité des plants, en particulier sanitaire, et pour prendre
en conpte les besoins des agriculteurs ainsi que les exigences et I'évolution des marchés, les
professionnels de la filiere ont mis en place un schéma trés strict et des méthodes tres
rigoureuses de production de plafftgyure 1.9). La totalité du matériel deékection est issue
de culturein vitro. Puis, la premiére année de multiplication est réalisée a l'abri de toute
contamination, sous tunnel aimisecte et sur substrats désinfectés ou en culture hors sol. Ce
schéma rigoureux conduit a un nombre limitégéaérations au champ pour I'obtention des
classes Super Elite (SE), Elite (E) et Certifiee (Apure 1.9).

A la fin de ce processus de production, une étiquette de certification(blgues 1.10)
est délivrée par le Service Officiel de Contrble etQlatification (SOC). Cette étiquette
constitue un justificatif du respect du processus de contréle et de tracabilité. Elle n'est délivrée

gue si tous les résultats sont conformes aux normes du reglement technique francais.

Le respect strict des normes daimes est nécessaire car la culture de la pomme de terre
HVW VXMHWWH j GH QRPEUHXVHYVY PDODGLHVY GpYDVWDWUL
moyens de lutte hormis la destruction et la mise en jachére (quarantaine). Les dommages
économiques sont ako trés importants, de la destruction totale de la récolte, a la baisse de
qualité qui peut conduire a des déclassements importants.

3DUPL FHV PDODGLHV RQ SHXW FLWHU ®©mtophto@daGLRX S
infestangqui est chaque année responsaBIf XQH SHUWH GH PLOOLDUGV GH
les moyens de contrdle utilisés et les pertes économiques engendrées (Havatk@®09 ;

Axel et al, 2012), la pourriture brune provoquée par la bactaikstonia solanacearumui
estsans auc GRXWH OfXQH GHV SK\WREDFWpPULRVHYVY OHV SOX’
encore la maladie de la jambe noire provoquée par les badédasbacterium atrosepticum

et Pectobacterium carotovorum

$ILQ GYpYLWHU SDUHLOOHV KlovgahBmes Beréchehe durda HW S
SRPPH GH WHUUH VY{DWWgOHQW | pWXGLHU OD UpVLVWDRQF
varietés moins sensibles aux maladies tout en garantissant la qualité nutritionnelle du
WXEHUFXOH RX HQ OffibasdigmOLRUDQW SDU ELRIRUW

En France, le FN3PT est partenaire de plusieurs projets de recherche en collaboration
avec des centres de recherche publiquetTeKH OH & 156 Of,15% RX HQFRUH O
WHOOHV TXH OY8QLYHUVLWp GH 5RXH@ir&GlysMEBYYHUV GX *55

14



Figure 1.11 : Cycle infectieux dePhythophtora infestan 6 FKXPDQQ HW "§$SUF\

Figure 1.12: Symptémes foliaires du développement des sporangiophores einfestans

(A). Développement de spots brunatres sur un tubemalpomme de terre infecté par
Phytophtora infestang@dapté de Fry, 1998008).
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[.1.4. Les pathogénes de la pomme de terre

On dénombre une quarantaine de pathogénes de la pomme de terre a travers le monde
insectes, nématodes, virus, bactéries, oomycetesagtpignons (Fierst al 4XYLOV
soient aériens ou telluriques, le développement de la maladie dépend non seulement des
interactions compatibles, mais aussi, dans la majeure partie des cas, de facteurs externes qui
vont directement affecter la pl@n ou le pathogéne. Les conditions favorables au
développement de la plante, & savoir une température située entre 10 et 25°C, un fort taux
GIKXPLGLWp HW XQ S+ LQWHUPpPpGLDLUH FRQVWLWXHQW p.
développement des pathogéntelluriques (Fiergt al, 2012). En fonction des dommages
provoqués, cewFL SHXYHQW rWUH FODVVpV HQ GHX[ JURXSHV VX
le tubercule ou les autres parties de la plante. Au niveau des tubercules, on distingue trois
principaux symptémes a savoir la gale, la déformation et la pourriture du tubercule. Au niveau
du systeme aérien, les symptémes correspondent souvent a un ramollissement de la tige avec
ou sans formation de sclérotes, comme dans le cas de la jambe noire. Ogafeutdt
REVHUYHU GHV QpFURVHV RX GHV FKORURVHV TXL VY{DF
I THQVHPEOH GH FHV V\PSW{PHV SHXYHQW rWUihkfessadRYR T X p\

R. solanacearupnP. atrosepticunet P. carotovorum

I.1.4.1. Phytophthora infestans

P. infestansrespamsable de la maladie du mildiou, estoomycéeteCe phytgpathogene
infecte plusieurs espéces de la famille des Solanacées, la pomme dertecipalement,
puis la tomate.P. infestansLQIHFWH SR W H Qiitd d¢uell® phRidQIaVplapteLe? S
feuilles, la tige, les tubercules tes fruits. Comme la plupart des pathogemece genrep.
infestansproduit des sporanges sur des sporangiophores. La structuration particuliére des
sporangiophores en forme de tige permet uneédiswtion facile des sporanges par le vent.
La contamination est alors initi€ée par des zoospores contenues dans les sporanges qui vont
rWUH GLVVpPLQpV VXU OTHQWFREQH GHV SODQWYV HQ FXOW

/HV SUHPLHUV V\PSW{PHV GH ®&dek QetiteE IasioRs(brinBssir ey SR Q C
IHXLOOHYVY RX OHV WLJHV GH OD SODQWH TXL YRQW VIDJUD
les tissugFigure 1.12) (Fry et al, 2008; Axel et al, 2012).

16



Figure 1.13: Cycle de vie de la bactéri®. solanaceanm

8QH IRLY DX FRQWDFW GYXQH SODQWH K{WH OD EDFWpULH
et coloniser son systeme vasculaire. Une forte multiplication bactérienne ainsi que la synthése
DFFUXH GYH[RSRO\WDFFKDULGHV H@®@JHO®WNHNV D@ D Q WW M
destruction totale. a) Photo de microscopie électronique de la souche GMI10B0 de
solanacearum E 3RLQW GYDWWDFKH GH OD EDFWpULH HQ URXJ
observée au microscope confocal a balayage las@bsgrvation des bactéries (points verts)
exprimant laGreen Fluorescent ProteifGFP) sur la surface racinaire de la tomate. d)
6XLQWHPHQW GHV EDFWpULHV SURYHQDQW GTXQH WLJH Gt
GITH[RSRO\VDFFKDU le§ bastéres) RuGUNE YodpeS@ANdvadsale de tige (Genin,
2010).
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Quant aux symptomes au niveau du tubercule, ils se manifestent par des spots brunatres
RX SRXUSUHV j OD VXUIDFH GH FH GHUQLHU /YLQIHFWLRC
O 1L Qibh @ed/dpdrakiges provenant des tigedestfeuilles infectées entraivé SDU OfHDX |
travers le solP. infestansSHXW DLQVL VXUYLYUH GDQV OH VRO MXVT?>
rend encore plus difficile son éradication. Malgré son apparition defussde 160 ans?.
infestansconstitue encore un probleme majeur pour la production de la pomme de terre et son
FRQWU{OH UpVXOWH HVVHQWLHOOHPHQW GDQV OTXWLOLVL
OH WUDLWHPHQW SDU OfDSEHTWD W IGEQ] O DRYDURMAHR @ ®
infestansde plus de en plus agressives. Ces nouvelles souches proviennent des reproductions
sexuées et développent petit a petit une résistance aux fongicides/biocides en méme temps
TXIXQH DXJPHQWDencke et i, ZDEPX U Y L

1.1.4.2. Ralstonia solanacearum

En 2005, on a estimé a 1 milliard par an la perte économique Rus@anacearuna
WUDYHUV OH PRQGH (OSKLQVWRQH /ITLQFLGHQFH GH
que des moyens prophylagiies est surtout dramatique pour les pays en voie de
développement. En Europe, la bact&iesolanacearunast considérée comme un organisme
GH TXDUDQWDLQH GRQW OD SUpVHQFH QYHVW WROpUpH GL
de multiplication. La pmiére détection dR. solanacearunen France remonte a septembre

HW VRQ pUDGLFDWLRQ D pWp FRQILUPpH GgqV MDQYLHU
(EPPO, 2001). De par sa grande pathogénicité et sa répartition géograpRique,
solanacearunest caSDEOH G{LQIHFWHU X Q evibod 260 asi3ekes dabsplG TK{W k
de 50 familles différentes (Genin, 2010). Elle est responsable de la pourriture brune chez la
pomme de terre, de la maladie de Moko chez le bananier, du flétrissement bactérian chez
WRPDWH OH WDEDF OYDXEHUJLQH HW FKH] FHUWDLQHV SC

R. solanacearunest une bactérie tellurique, elle infecte les planiagles blessures, au
QLYHDX GH OfDSHA QDWW LI BXGWHGHRX UDFLQHYVY VHFREQGDLUH\
Elle colonise ensuite les cellules du cortex racinaire, puis envahit les vaisseaux du xyléme
DYDQW GYDWWHLQGUH OD WLJH HW OHV SDBiWieHY3)DpULHQC
Dans le systeme vasculaire, la bactérie va se multiplier abunént et synthétiser des
HIRSRO\WDFFKDULGHYVY TXL YRQW EORTXHU OD FLUFXODWLF

flétrissement et a la mort de la plante (Genin, 2010).
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Figure1.14: 6 \PSW{PH GI1XQH RQoHTavédrtQur@ds tubercules.
$ 6XLQWHPHQW EDFWpPULHQ DX QLYHDX DX QLYHDX GH O
tubercule de pomme de terre infecté RarsolanacearunB, Observation des yeux (fleches

rougH GX WXEHUFXOH DX QLYHDX GX WDORQ TXL SHXYHQW (

tubercule|\www.plantdepommedeterre.qgrg

19



Les symptdmes en végétation sont souvent latents ou pateapp Le flétrissement du
IHXLOODJH GpSHQGDQW GH OD WHPSpUDWXUH HW O KXPLC
de la journée, puis finit par se généraliser. Dans le cas d'attaques séveres, il peut y avoir

suintement d'un exsudat bactérien ajpirgs coupe transversale de la tige.

Les symptdbmes sur le tubercule se caractérisent par un brunissement rougeatre des tissus
vasculaires, visibles apres avoir coupé le tuber(titgure 1.14). Une pourriture beige puis
EUXQH j OTRULJLQH GRE DRRW p&H FAHW WHH GIKXWORSSH HQVXLW
YDVFXODLUH VLWXp j O@hexoupudeldd Xing BripleVprédsidrde Xubdtcule

provoque le suintement d'un exsudat bactérien blanchatre.

Il a été demontré que, comme dans le cas de rewsbs bactéries, le chimiotactisme
constitue un atout essentiel a la virulenceRisolanacearum(Yao et Allen, 2006). Par
FRPSDUDLVRQ DYHF GHV SODQ W HManadeaunkst \ldigémerit Glus/ 1DY qU
attirée vers les exsudats racinaires dastps hétes. Ainsi, les exsudats racinaires semblent
MRXHU XQ U{OH LPSRUWDQW GDQV OTLQIHFWLRQ GH OD SOl

1.1.4.3. Pectobacterium

Les bactériesP. atrosepticumet P. carotovorum(anciennemenE&rwinia carotovora
subsp. atroseptica et Earotovorasubsp.carotovorg sont des pathogénes dits de qualité, car
iIs peuvent provoquer des pertes importantes au champ ou lors de la conservation des
tubercules. Au champ, le pathogene va attaquer précocement le tubercule mere et va retarder
ou empécher la levée (Latoet al, 2008). Lors du stockage, les tubercules initialement
infectés peuvent ne présenter aucun symptéme visible. lls deviennent alors des porteurs sains
et disséminent la maladie en végétation lors des phases de multiplication des plants, ou quand
ilssoQW XWLOLVpV FRPPH VHPHQFH /D WHPSpUDWXUH OfKX
fortement sur la nature des symptémes (Lasal., 2008; Hédias, 2008.

'HV EOHVVXUHY RX GHV RXYHUWXUHY QDWXUHO®HY WHO
OD SODQWH K{WH 3pURPEHORQ /IHV EDFWpULHV YRQW
population appelégquorum Une fois cequorumdétecté, les bactéries vont sécréter de fagcon
synchroniseée les différents facteurs de virulence impliqués @Hi®L OWPpUDWLRQ GHV FF
la paroi végétale (Maet al, 2001). Lequorum sensinga €té mis en évidence en 1994 par
Fuquaetal HW D pWp GplLQL FRPPH OH GpFOHQFKHXU GH OfH]

bactéries.
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Figure 1.15: Symptome de la jambe noire sur des plantes de pomme de terre

Phénomene de jambe noire (fleches blanches) sur un plan de pomme de terre di a une
dégradation de la paroi végétale par les enzymes pectinolytiqueBectebacterium
(http://plantdepommedeterre.grg

Figure 1.16: Symptome de pourriture molle sur le tubercule de pomme de terre

Pourriture molle et humide provoquée par la dégradaties tissus du tubercule par
Pectobacteriunghttp://plantdepommedeterre.grg
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Parmi les facteurs de virulence @ectobacteriumdes enzymes dégradent les parois
végétales comme des cellulases, des protéasds mbdmbreuses enzymes pectinolytiques
pectate lyases, pectate hydrolases et pectine méthylestérases (8mabja2004a). La
SUpVHQFH GH FHV HQ]\PHV H[SOLTXH OYDPSOHXU GHV G
GTIDSSDULWLRQ /1DSS D UlarpariReQsuéHevireVdeP1& lehEe Hedtregpond a
XQH FRORQLVDWLRQ GX [\OgPH SXLV DX SDVVDJH GHV EDF
VpFUpWLRQ GTXQH VpULH GH SHFWLQDVHV OD SDURL PL
parenchyme déstabiis§ URYRTXDQW DLQVL OD PDFpUDWLRQ GHV WL\
éléments minéraux, vers le sommet de la plante est interrompu, provoquant le flétrissement et

le jaunissement du feuillage (Héliesal., 2000).

/ITMLQIHFWLRQ LQGXLWe ajgibée nQrelsywhpsigVvi¢ pids connu et le
plus tardif. La pourriture des organes, de coloration brune foncée a noire a la base des tiges
(Figure 1.159 HVW OD FRQVpTXHQFH GH OYDFWLRQ GH SHFWLQD
cellulaire végéti (Pérombelon et Kelman, 1987). Au niveau des tuber¢tlgsre 1.16), on
SHXW REVHUYHU GHV SRXUULWXUHV PROOHYV SHWLWHYV
commencent généralement a apparaitre autour des lenticelles, des blessures ou du talon et qui
YRQW VIpWHQGUH UDSLGHPHQW | OTLQWpULHXU GX WXEF
SRXUULWXUH PROOH GH FRXOHXU FODLUH EUXQLW MXVT)
GDQV OHV WLVVXV HQ PDFpUDWLRQ VRQW jpran§irRéeLIJLQH
(Pérombelon et Kelman, 1980).

- FH MRXU LO QYH[LVWH SDV GH PR WikoBRptidun®tHP. O X WW H
carotovorum. Seules des mesures prophylactiques, basées sur une hygiene générale des
exploitations et des semences, ainsi que QU X WLOLVDWLRQ GH SUDWLTXHV
peuvent limiter les pertes induites (Priou et Jouan, 1996).

Le point commun des trois phytopathologies de la pomme de terre décrites ici est le
PDQTXH GH WUDLWHPHQW TXL SH hbmidqugsi\etiéodnamiqués) ¥tllavVH U O
mise en quarantaine des champs infectés. La seule option a la disposition des agriculteurs est
OYDSSOLFDWLRQ GHVY PHVXUHYVY GH SURSK\OD[LH HW O XWLC

contréles au champ et en labtire(cf. paragraphehap. I- 1.3).

ITPWXGH GHV PpFDQL VP H-YyatGofén@, Wdttchbyént\au Rigeat @dnQild, H V
SRXUUD DSSRUWHU GHV pOpPHQWYV GH FRPSUpKHQVLRQ DI
lutter contre ces pathogénes.
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(b)

(©)

Figure 1.17: 6 WU D W p J L H \enthMyé@syplr\fds Rathogenes pour pénétrer la plante.

a) Entrée des pathogenes dans les cellules a travers les stomates ouverts ou au niveau des
blessures b) une pénétration directe abaxiale ou adaxiale dans la fedjlieu dans la racine

DX QLYHDX GH OYfpSLGHUPH 'pYHORSSHPHQW G{XQ KDXVWI
de la plante pour les pathogenes filamenteux afin de faciliter le transfert des protéines
HITHFWULFHY 10qFKHV URXJHV¥W dep &dmént3 Xuirkifs (feBhB¥dhoDesDEV R U
(adapté de Faulkner et Robatzek, 2012).
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l.2. Interaction plantes -pathogenes

3DUFH TXYfHOOHV VRQW LPPRELOHV HW TXYHOOHV VXEL
abiotiques, les plantes ont élaboré des mécanismeéfelesd, résultant de leur adaptation a
leur environnement. Ainsi, malgré la biodiversité des MR JDQLVPHYVY SUpVHQWYV G
les sols, un nombre limité de pathogeénes parvient a infecter la plante. La présence de barrieres
physicachimiques comme lauticule ou la paroi végétalenstitue une premiere ligne de
défense qui empéche les mi@manismes de pénétrer dans les tissus (GBrciggeret al.,
2006). Néanmoins, la plante présente des ouvertures soit naturelles comme les stomates, soit
conséctives a des blessures infligées par des insectes ou des nénfaigdes 1.17). Ces
ouvertures, FRQMRLQWHPHQW j OD VpFUpWLRQ SDU OHV SDWI
IDYRULVHQW OYHQWUpH GH SDWKRJgQHYV GDQV .GHIN RUJDQ
micro-organisme parvient a franchir ces barrieres physiques constitutives et si les plantes sont
capables de détecter sa présence, des réactions de défense sont induites empéchant la
croissance du pathogéne. Cette deuxieme ligne de défense,,ipduitet a la plante de lutter

contre une majorité de micarganismes.

/I fTHQVHPEOH GHV GpIHQVHV SUpIRUPpHVY HW LQGXFWLEO

plantes.

La détectiondu pathogene, spécifique ou non, est primordiale car elle déclenche des

réactions de défense qui peuvent étre donc de deux:types

- Compatibles, lorsque la plante infectée par le pathogéne développe des symptémes
et la maladie. Dans ce cas le pathogéne est dit virulent et la plante sensible.
- Incompatibles, lorsque la plante pat HQW j FRQWHQLU OYLQIHFWLF

pathogene. Dans ce cas le pathogene est dit avirulent et la plante résistante.
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Figure 1.18 : Schéma récapitulatif présentant les divers éliciteurs.

Les éliciteurs peuvent provenir du pathogene, ce serflierobe ou Pathogemssociated Molecular

Patterns (MAMP/PAMP) ou provenir de la plante héte, ce sont les DafAssgeiated Molecular
SDWWHUQV '$03 &HV GHUQLHUYVY VRQW OLEpUpV GH OD SDURL Y
produites par le athogéne ou en réponse au stress. Les éliciteurs percus par les Pattern Recognition
Receptor (PRR) déclenchent une cascade de réactions aboutissant a la réponse immunitaire de type
PTI (PAMP-Triggered immunity) Adapté deHenry etal., 2012).

Figure 1.19: Schéma Simplifié de la PTI (Pamp

Triggered Immunity)

/ID SUpVHQFH GTXQ SDWKRJgQH

SDWKRJgQHV 3%$03V YD SHUP
récepteurs PRR (PatterRecognition Receptor) qui vor
déclencher une signalisation cellulairboatissant a le
mise en place de la PTI. (Adapté de Pietetsa. 2009).
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[.2.1. Détection du pathogene

/D UHFRQQDLVVDQFH GHV SDWKRJgQHV HVW XQ pOpPHQ\
immunitaires. Cette reconnaissance se fait grace a la détectiomadi#s associés aux
microbes appelés MAMPs (Microbéssociated Molecular Patterns) ou encore la
reconnaissance des motifs associés au pathogenes appelés PAMPs (RAsmmated
Molecular Patterns) (Sanabia al, 2010, Wuet al 2014). Ces motifs méculaires qui sont
conserves, constituent une signature microbienne, et sont appelés des éliijeunes|.18)
(Wu et al, 2014). Ces derniers peuvent avoir une origine endogéene, causés par les dommages
provoqués sur les tissus végétaux (DAMFDamageAssociated Molecular Patterns) ou
HIRJgQH ORUVTXTLOV GpULYHQW GX PLFUREH 0$03 RX SOX
GarciaBruggeret al, 2006; Davidssoret al, 2013).Parmi les éliciteurs les plus étudiés,
peut citer le peptidoglycane (PGN), flagelline 22 (flg22 ou la chitine(Boller et Felix,
2009; Pel et Pieterse, 2013 ; A al, 2014; Wyrschet al, 2015; Schoonbeekt al, 2015.

La reconnaissance de ces différents éliciteurs fait intervenir des récepteurs membranaires
appelés Patta Recognition Receptor (PRR) situés a la surface des cellules vé§étdbest
al.,2015 /YfDFWLYDWLRQ GHV 355 VWLPXOH OH VA\VWqgPH LPPXC

1.2.2. Le systeme immunitaire des plantes

1221, icee—ec—t cot—c—F "f" Zte "f—-S %o

/TLPPXQLWpaL esGpathdgenes ou PTI (PAMP Triggered Immunity) constitue,
avec les barrieres physiohimiques,la premiere ligne de défense ou résistance basale
(Jourdanet al, 2008 ; Yazaweet al, 2013 /fLQWHUDFWLRQ GHV 33%$03V DYH
membranaire355 YD HQWUDLQHU XQH (FiguveR DIBddi voft@aboy® BlIa H Q W V
PLVH HQ SODFH GH PpFDQLVPHV GH GplHQVH 3DUPL FHV
LP SRUW D QWHI KX [Cleef CE'QV sein de la membrane plasmique deux minutes
seulemMHQW DSUqV OD SHUFHSWLRQ GH OYfpOLFLWHXU OXWKDP

/ITHQWUpPH PCH Wdny k¢ oBripartiment cytoplasmique est médié entre autres par

OﬂDFWLYDWLRQCaE;I—jIV\NSJFE)WSHHJW JOD SKRVSKRU\ODWLRQ GHYV
protéinHvV * &HWWH pWDSH HVW FUXFLDOH SRXU OD PLVH HQ
C&" LQWUDFHOOXODLUH YD SHUPHWWUH OD SURGXFWLRQ G|
GHV HVSgFHV UpDFWLYHYV GH OYR[\JgQH 526 OXWKDPLODU
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Figure .20: ,QGXFWLRQ GH OD SURGXFWLRQ GHV HVSqgFHV UpDF

La reconnaissance des PAMPs /IMAMPs par la plante induit la réponse immunitaire de type

PTI (PAMPs triggered immunity). Cette réponse immunitaire complexe est compstit G 1 X Q H
SKDVH LPPpGLDWH TXL FRQGXLW j XQH VXUSURGXFWLRQ G
526 HW GYpYgQHPHQWY SOXV WDUGLIV DERXWLVVDQW j OI
La PTlcontribueau renforcement de la paroi cellulaire végétalar fimiter la progression du

pathogéne dans la plante (Torres, 2010).

Figure 1.21: Induction de dépot de callose au niveau de la racine et de=llules

apparentées aux cellules de bordure du lin.

Dépots de callose colorgs O 1D Q L O L Q Hondanixadx spRte hlddi Vo&alisés sur la racine
de lin (A) et sur les cellules apparentées aux cellules de boi@)rel8 heures aprés
élicitation par la flagelline 22. Echelle: A: 50 mmEt 25 mm. sBLC: small Border L&
Cells; eBLC: elongated Border LeiCells; R: Root; WT: wild type (Adapté de Plan&ttal,
2013).
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ID SURGXFWLRQ GH 526 DSSHOpH EXUVW R[\GDWLI FRQ\
défense des plante§-igure 1.20). Le burst oxydatif déclenche plusieurs mécanismes
complexes faisantLQWHUYHQLU OD YRLH GHV 0$3 NLQDVHV HW
évenements, au renforcement de la paroi végétale. Ainsi, on peut également observer
Of{DFFXPXODWLRQ GH FDOORVH GDQV OD SDURL OLPLWDAQYV
la plante(Muthamilarasan et Prasad, 201Sreekantaet al, 2015). Les dépbts deallose
polyméres G H(1-3)-glucanessontutilisés comme marquesrde défenserégétaledans de
nombreuses études (Millet al, 2010; McCannet al, 2012; Schoonbeelet al, 2015;

Sreekantat al.,2015. Récemment, des travaux ont mis en évidence la productionldgeca

par des racines et des cellules apparentées aux cellules de bordure 48 Heure apres
élicitationparla flagelline22 DLQVL TXTXQ UHQIRUFHQW SD U RlgntéD O VXLV
et al, 2013)(Figure 1.21).

1.2.2.2. immunité induite par les effecteurs (ETI)

Méme si la PTI est efficace pour un large spectre de pathogenes, elle peut étre contournée
SDU GHV PpFDQLVPHY GH YLUXOHQFH UpVXOWDQW GH OfpY

En effet,la coévolution desnécanismes degsistance des plantes de lavirulence des
pathogénes a résulté au développement, chez ces derniers, de systémes de sécrétion efficaces.
Par exemplegertains pathogenes sejue les bactéries Granggatives (Gran) se sont dot
GIXQ GpWHUPLQDQW GH SDW K R Jeppdtdrrie WepsédeidtdriHde typeHIQ RF F .
(T3SS) (Lohou et al., 2013). Ainsiertaines bactéries telles gResolanacearunvont étre
FDSDEOH GILQMHFWHU GLUHFWHPHQ We IbXet \®0JotédihesvV GH C
effectrices ou effecteurs de type 1l 7 'DQV OH FDV G XQPRrfBtshggWH WH
F I HVMR U P D W IheuStoBuri(F@dire 1.17) qui permet lasécréion des effecteurs, et leur

pénétratiorpar exocytose dans la matrice extrahaustoriale (LebeZgseelet al, 2010.

/91D FW lces@ff&tdurs va annihiler la PTI mise en place par la plante, ce qui conduira a
une susceptibilité de la plante induite par les effecteurs appelée ETS (Effector triggered
Susceptibility).

En réponse au contournement de la PTI par les pathogenes,téeag#alenche a son tour
une réaction de défense acquise dans le méme processus de coévolution avec les pathogénes
(Trdaet al, 2015). &4 HWWH GHX[LgPH OLJQH GH GpIHQVH HVW DSSFH

effecteurs (ETI, Effector triggered immunity).
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Figure .22 : Modele en Zigzag (adapté de Jones et Dangl, 2006)

Dans un premier temps, la plante détecte des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPS)
via. OHV UpFHSWHXUV GH UHFRQQDLVVDQFH GHV 3303V itd55VvV FH
LQGXLWH SDU OHV 3303V 37, 6L OH SDWKRJgQH HVW FDSDEOH
cellule végétale, la résistance basale (PTI + barriegssigdichimique) est contournéege cqui

provoque la susceptibilité induite par les effectd&®S) et le développement de la maladie. Cette
deuxiéme attaque va étre percue par un récepteur cytosolique (R) qui va déclencher une deuxiéme
ligne de défense appelée immunité induite par les effecteurs (ETI), résistance spécifique des
effecteurs, et UV TDFFRPSDJQH OH SOXV VRXYHQW GY{XQH Upm2FWLRQ K
QpFURVH GX VLBEVH EHEdcLoQttiggedLIusgeptibility; ETI: Effector triggered Immunity;
HR: Réponse Hypersensible PTI: Pathogen Triggered Immunity; PRR: Pagh&grognition

Receptor; R: Résistance gene
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/YTHQVHPEOH GHV LQWHUDFWLRQV HQWUH OHV SODQWEF
coévolution, est réesumé dans le modele en Zigzag proposé par Jones et Dangl(Eiy2@06
1.22). Dans ce modele, on observeeqontrairement a la PTI, qui présente une intensité
modérée,0 (7, SUpVHQWH XQH SOXV IRUWH DPSOLWXGH HW FR(
GIXQH UpDFWLRQ GYfK\SHUVHQVLEOH +5 /f+5 FRUUHVSRQ

permet de confineet de limiter la progression du pathogéne.

/1(7, HVW XQH UpSRQVH GH GpIHQVH VSpFLILTXH GLULJpH
alors du modele de résistancgéne pour gene. Ce modele a été introduit par Flor en 1971
et correspond a la présenéeKH] OD SODQWH GTXQH SURWpPLQH GH UpV
spécifiquement les protéines effectrices du pathoggwé]OOHYV TXH OHV (7 | OfLQ
de la cellule végétale 'DQV FH PRGqOH OHV HIIHFWHXUV VRQW DS
(Avr), car leur reconnaissance par les protéines R rend la plante résistante et le pathogene
DYLUXOHQW LQWHUDFWLRQ LQFRPSDWLRE&iHorrdspoiid alpV XOW

une forme accélérée et amplifiée de la PTI.

Cependant, comme dans le cad AOJLQWHUDFWLRQ SHFWREDFWpPULHV
micro-organismes outrepassent ces défenses et proliferent, mpfaramenta la sécrétion
GTHQIJ\PHVY GH GpJUDGDW L frémiéds igreddd Rédferisy pJpWDOHYV
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Figure .23 : La paroi primaire végétale de type 1 chez les plantes eudicotylédones.
La paroi végétale primairest constituée d'un réseau de mibriles de cellulose, de polysaccharides
complexes formés par les hémicelluloses et les pecfiEerdler et Persson, 2011)PM: plasma

membrane

Figure 1.24 : Structure et synthése de la cellulose

A-5HSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GYXQH ILEUH GH FHOO.:
mémes constituées de microfibrilles fa@s a partir de chaines glucaniquBs Structure
GIXQWR&HWWH 2 FRQVWLWXpH GYXQ KH[DPqUH GH FRPS
complexe est luméme formé par 6 souslités catalytiques (les protéines CesA) au sein de la
membrane plasmique. (TMD, domaine transmembranaire ;-GDPuridine diphosphate

gluccse)(Lerouxelet al, 200§.

31



|.3. La paroi végétale : Ligne de défense N°1

La paroi, encore appelée matrice extracellulaire végétale constitue un élément essentiel
qui caractérise les cellules des plantestte paroi joue plusieurs réles cruciaux notamment
dansle contrble de la croissanet le développemenet dansOTDGDSWDWLRQ DX[ FKEL
environnementaux (Oikawet al, 2013).La paroi cellulaire constitue la premiere barriere de
défense de la plante et joue un réle clé dans les interactions avedideorganismes
(Keegstra, 2010)Dans la suite de ce manusgribus nous intéresserons uniquement a la
paroi primaire de type firésente chez les plantes eudicotyléddhresure 1.23) (Vorwerk et

al., 2004) Cette paroi est constituée essentiellememalysaccharides et de glycoprotéines.

1.3.1. Les polysaccharides de la paroi

La paroi primaire est constituée de microfibrilles de cellulose enrobées dans une matrice
de composition complexe et variable suivant les especes végétales et le stade de
développemerdes organes.

1.3.1.1. La cellulose

La cellulose(Figure 1.24) est la molécule orgamue la plus abondante sur Ter&@HV W
une molécule stable, insoluble et élastique, représentant 40polysaccharides pariétaux.
Ce polymére comport&00 a U p VLG @8V @Hlucopyranose (Somerville, 2006).
Les fibres de cellulose sont constituées decthRILEULOOHY FRQVWLWXpHV
assemblage de microfibrillégigure 1.24-A). La biosynthése de la cellulose a lieu au niveau
de la membrane plasmique (Brownhal, 1996), grace a des complexes protéiques formant
des hexameres appelés « rosettes >s d&gniers se présentd comme une structure
Gefiviron 20 & 30 nm daliametre constituéde 6 complexes globulaires dans lesquels se
trouvent des cellulose syrdses, nommeées CesA (Kimwtaal, 1999)(Figure 1.24B). Chez
Arabidopsis, 10 genes codant pour les protéines CesA ont été identifiés. Les protéines CesAl,
-2,-3,-5, -6 et-9 sont impliquées dans la synthése de la cellulose de la paroi primaire, tandis
que les protéines CesA4{ et -8 interviennent pendant la synthese de la paroi secondaire
(Endler et Persson, 2011).
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Figure 1.25: Représentation schématique des quatre principaux polysaccharides
pectiques
A) Rhamnogalacturonan jI B) Homogalacturonan C) Xylogalacturonan D)

Rhamnogalacturonan($chelleret al.,2007)
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.3.1.2. Les hémicelluloses

/HV KpPLFHOOXORVHYV VRQW GplILQLHYVY FRPPH pWDQW GH
mais solubles dans une solution alcaline de KQM ou 4M). Sur le plan structural, les
KpPLFHOOXORVHYVY VRQW IRUPpPpHV G X-Q-pyranéshlv(giudos8,ULQFLS
xylose ou manrge) liés en 1,4Scheller et Ulvskov, 2010¥0n distingue quatre principaux
groupes Ghgmicelluloses les xylogucDQHYV OHV [\ODQHV O-A3;BBH-QQDQHYV
glucanes ou glucanes a liaisons mixtes. dexyloglucanes représententle composé
hémicellulosique majeur des parties végétatives chez les plantes eudicotylédones. Les
hémicelluloses jouent un réle strudl au niveau de la paroi primaire, et par conséquent
UpJXOHQW OYfH[SDQVLRQ FHOOXODLUH 6FKHOOHU HW 80YV

1.3.1.3. Les Pectines

Les pectines sont des polysaccharidiques complexes constitués de quatre tdssses
homogalacturonanes (HG), le rhamnogalemtane | (RGI), le rhamnogalacturonane i
(RGII) et le xylogalacturonane (Cosgrove, 20059s pectines sont facilement extractibles
avec unacide a chaud ou des chélateurs@ttiennent une grande proportion de résidu
GYDFLGH JDODFWXOWRQ.E.XH *DOS$

- LesHG (Figure 1.25B) FRQVLVWHQW HQ XQH FKDVQH OLQpDLUH GH
O L pV-(HAD avec un degré de polymérisation typique de 100/150, pouvant étre méthylé
et/ou acétylgé (Caffall et Mohnen, 2009 ; Wo#t al,, 2009)

- Le RGI (Figure 1.25-D) est composé d'un squelette degllacturonate et de #hamnose.
Seschaines latéralegortementvariades en composition et en abondance entre les especes,
VRQW PDMRULWDLUHPHQW FRQVWLW X phbyal@&tdnesMacN&IW D Q HV
et al, 1982, Vinckeret al, 2003; Mohnen2008).

- Le RGHII (Figure 1.25-A) HVW OH SRO\WDFFKDULGH SHFWLTXH OH SO:
VWUXFWXUDO SXLVTXYLO HVW FRQVWLWXp GIDX B&RLQV XC(
GH SOXV GITXQH YLQJW DeL&),20EH Il ©doiprieMIRIQ dquetettespOndipal de

résidus de GalA auxquels sont accrochés quatre chaines latérales complexes dOalleill

2004). Ces chaines latérales sont constituées de monosacchartiagiers, tels que le Be

apiose (Api), le Lacerate (AceA), le @methyl L&acose, le 22 améthyl@ &y/lose, le Lee

galactose, I'acide &eto &aroxy& dgxoheptulosarique (Dha) et ledto &aeoxy&® sannose

octulosonate (Kdo).
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Figure 1.26: Représentaton du renforcement pariétal par lesHRGPs
Le renforcement de la paroi est favorisé p&r IRUPDWLRQ G 1 X€&misddegsW LF X OD
liaisons isodityrosines ou diisodityrosynes saDglionFds ROS et des peroxydasbsdpak

et al, 2010
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La structure diRGII est globalement trés conservée chez les plantes (OC&eill2004). La
caractéristique importante du RGII est sa capacité a former des diieeue® liaison estese

borate. La formation de ce dimere est essentielle dans le role de la régulation de la porosité et
des propriétés meécaniques de la paroi primaire @i, 2001 2 T 1 ldtlaQ 0996).

- Les xylogalacturonane&-igure 1.25-C) sont FRQVW LW XWNMVGHXQ@H BpVLGXV G
JDODFWXURQLTXH OLpV HQ . SRXYDQW rWl¥dte®OunpW\OpV
-D-xylose terminal ou de courtes chaines de xyldres courtes chaines de xylanes peuvent

varier dans leur type de liaisoAinsi, chez les Rosidées, les chadnde xylanes ont des

O L D L VIR QGur la porme (Oechsliret al H \{1,2) pour le soja (Nakamura
et al (1,2) HWL,3) pour le pois (LeGoffet al, 2001). Chez les Astéridées, les
liaisons sont de t$ H FRPPH SRXU OD SRPPHt&HROWHEIH =DQ:

xylogalacturonanes sont présents de facon abondante au niveau de la coiffe racinaire et des
cellules de bordure@/illats et al, 2004; Durancet al, 2009). Bien que leur role dans ces
tissus ne soit pas clairement défini, on leur attribue un hypothétique réle dans la résistance de

la paroi contre les enzymes de dégradations des pathogénes €laais@008).

1.3.2. Les protéines riches en hydroxyproline (HRGPSs)

Les protéines riches en hydyproline (HRGPs Hydroxyprolinerich glycoproténes)
constituent une classe majeure de protéines pariétales représentant un peu moins de 10% du
poids sec total de lparoi primaire et se caractémgepar une composition trés riche en
proline (Pro) (NguemOnaet al, 2014). Elles sont impliquées dans le renforcement de la
SDURL SDU OD I|RUP DW/iaRI€s l@i§oxadvaleptesleRtre Geb MRIGRSDre
I.26). Ce mécanisme est essentiel pourdlsistance ou la sensibilité aux pathogénes (McNei
et al, 1984; Deepakt al, 2010).

Les HRGR comprennent des glycoprotéines faiblement ou hautement glyeagieP),
des glycoprotéines moyennement glycosylées (EX@gstarabinogalactaipotéineAGP)

(Hijazi et al, 2014).

[.3.2.1. Les protéines riches e n proline (PRPS)

Les PRPs sontdesprotéinesdontles extrémités Merminakspossedenuin peptide signal
VXLYL GYXQH VpTXHQFH .339< ée piXide 4 Yol dany Wikl sélilp Sp W
polypeptide /D S U pV H @ Fysine@) Xagant les prolinegPP) semit responsableG § X Q H
faible glycosylatiorarabinaoligosaccharidique des PR@&eliszewskiet al., 1995)
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Figure 1.27 : Les trois classes de PRP&ose 2003).

A : Les PRPs de la classe A possédent une répétition des domainresh Ritosemblet ne

pas étre fortememglycosyléesB : Les PRPs de la classepBssédentin domaine Praich en

N-terminal contrairement a la partie-terminak, le plus souvent hydrophile eiche en

cystéineset qui ne contient aucun motif répété.. Les PRPsde la class C sont également

des PRP chimereavec un unique domaine-MWHUPLQDO TXL QMHMW LSD X TYRQF

région PRHAike en Gterminal.

Figure 1.28 : Structure des extensines.

Leshydroxyprolines sont fortemef-
glycosylées par des chainmsbinaneet
les serinepar des galactoses (Lampett
al., 1973).

Ara: Arabinose ; Gal Galactose Hyp:
Hydroxyproline ; Lys: Lysine ; Ser :
Serine ; Tyr : Tyrosine ; Val : Valine
Figure 1.29 : Localisation des épitopes
G T H[W HspndegXxEllvles
apparentées aux cellules de bordure

(BLC) de lin.
/IHV (;7V VRQW PDUTXpH"

monoclonal LM1 (Plancogt al, 2013).
BLC : Border Like Cells
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Les PRPs sont subdivesentrois classes (Showalter, 1993; Fowler al, 1999) en
fonction de leur sucture primaire(Figure 1.27) (OOHV VRQW VRLW FRQVWL)
domaine riche en prolines, PRBERPDLQ FODVVH $ VRLW G{XQ-GRPDLQ|
ter (classe B) ou Ner (classe C)Cesdeuxderniereslasses sont ainsi constituées de PRPs
Hybrides (HyPRPs) ou PRPs chimé(é@sseEstanyolet Puigdoménech, 1998).

Les PRPs de la classe A ont été idergifipour la premiére fois chez la cardifrmucus
carota FRPPH GHV SURWpPLQHV TXL VIDFFXPXOHQW GDQV OD
et Varner, 1985). De facon générale, les PRPs sont principalement eepiehez les jeunes
plants, les feuilles, la tige, les poils absorbants, pendant le développemangrdéne et
pendant les stages précoces de développement du pois (Ro@anespcioret al, 2001).

1.3.2.2. Les Extensines

Les extensines sont représentées aussi bien chez les gymnospermes (Kieletzalyski
1992) que chez les angiosperni&seliszewski et Lamport, 1994 Chez les dicotylédones,
les extensines sont des protéines basiques ahtextiches en hydroxyproline (Hyp) et
VPULQH 6HU DLQVL TXYHQ UpV LGrX bar&cieasées pdr la/ Mpétitign + L V
du motif SefHyp4 [SP] (Figure 1.28). LesHyp contigués de ces motifs sontgl/cosylées
SDU GHV UpVLGX¥Y 4G46dus DeE [ES@iaf n résidu unique de galactokes
motifs répétédSP,] et la séquence (Tilrys-Tyr) sont impliqués dans lesonformations
secondaires et tertiaires des extensifieRWDPPHQW HOOHV SHXprddept¥ VIROL
de perodAGH G{K\GURJgQH HW JUKFH j OfDFWLRQ GHV SHUR]J\
isodityrosines ou diisodityrosinésigure 1.26) contribuant ainsi a renforcer le maillage de la
paroi cellulaire végétaléKieliszewski et Shpak, 2001 ; Ribeied al., 2006)

Les extensinesont impliquées dans les réponses de défense des plantes aux stress
abiotiques et biotiques (Planceit al (Q HITHW O9YH[SUHVVLRQ GHV H]|
HQ UpSRQVH j OTR]R QHal, 699 aukL@ssUr&sBhX dtdl., 1998)et aux
pathogenes (Garciduniz et al, 1998 ; Deepa et al, 2007). Egalement, ne étude
GILPPXQRORFDOLVDWLRQ XWLOLYV DIWIM26idfigesruitd=dR4J SV P R
epitopes associés aux extensingmtrent une importante peysede ces glycoprotéinesu
niveau de la paroi de la courge cireuse résistarftesarium oxysporunpar rapport da
variété sensible (Xiet al, 2011, Ngema Onat al, 2014).

Par ailleurs, B 2013, Plancoet al ont montréune redistribution des éppes associés
DX[ HIWHQVLQHV UHFR Q Q K kpSBe) ui Bliriavon & FadgdMe 22auH
QLYHDX GHV FHOOXOHYV (FbRQNWEDqUHYV GIT$SUDELGRSVLYV
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Figure 1.30: Structure des arabinogalactanes protéines (AGP).

Les principaux suHVY FRQVWLWXWLIV GHV $*3 VRQW OH XDo®FWRVH
mineurs telsTXH OH UKDPQRVH HW OfMDFLGH JOXFXURQLTXH /HV $*3
plasmique par lintermédiaire d'une ancre GPI (glyipd®sphatidylinositol) (NgemaOna et al,

2013). CW: paroi cellulaire végétale, PM: membrane plasmique.

Figure 1.31: Représentation schématique des structures putatives de différentes classes
G1$*3 FA thaliana GIDSUQqV eb&l K2R &t Fhowalteet al, 2010).

A gauche, la schématisation de la structure primaire, a droite celle de la glycosylation.
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[.3.2.3. Les Arabinogalactane -protéines (AGP)

Les arabinogalactaprotéines (AGP) constitueniffe desclasses les plus importantes
GHRGPs (Pareiraet al, 201). Ce sontdes glycoprotéinesubiquistes et constited/ G X Q
squelette protéique représentant 1 a 188dis qued partie glyannique représente entre 90 a
9% de la masse de la moléculees AGP, fortement glycosylées sont dgiieés de
protéoglycaneslLa partie glycanique est trés complexe et variable suivant les espéces, les
organes, les tissus et le stade de développement des plantes (RumyaftieysSeiferet
Roberts, 2007)Elle VH FRPSRVH SUL QMBI galddealde3 \WamEBds par des
chDvQHYVY GH JD O D BNLR)YS$LV ca3 Icipavhebl @& galactose, des résidus arabinose,
rhamnose, acide glucuronique et fucose peuvent étre présents en position teéffignade
1.30) (Seifert et Roberts, 2007 ; Eliet al, 2010; Taret al, 2010, Knoctet al, 2014).). Une
ancre GPI et une hélice transmembranairaMHHUPLQD OH &etahe desh®PHQ W O

niveau de lanembrane plasmique (Sherradral.,, 1999).

%, Structure des AGP

Le squelette protéique est riche en proline/hydroxyproline, sérine, alanine, thré&omine
2002, Schultztal RQW GplLQL GHX[ SULQFLSDOHV FODVVHV GT$*
de la partie protéiqueles AGP classiques et les AGP non classiqiiégure 1.31). En
complément de la classification effectuée par Schaile (2002), Showalteet al, en 2010,
ont proposéune nouvelle classification désGP VXU OD EDVH GHV DQQRWDWLRC
thaliana et de la composition en acides amibégisés, ] OfDLGH GIDQDO\VHV ELRL
(Figure 1.31). Il a étéainsi identifié en plus des AGP classiques et AGP non classiques, des
arabinogalactane peptides (AG peptide), des fascidlikesrabiogalactans proteins (FLAS),
des nodulidike proteins ENODL) et des AGP chimériqugShowalteret al, 2010).Les
AGP classiques sontonstituéy GIXQ XQLTXH GR RwitogyptolinelFrddime H Q
(Hyp/Pro) forte(PHQW JO\FRV\Op $*3 S Xtenhy@ophah§ ERPNWEIQURLWp &
[.31). Les autres classe8 1$*3 GLIIUHQW SDU OD SUpVHQFH GYDXWUH
comportant de€ys, Asn ou Lys en plus du domaine riche en HypRrpar OfDEVHQFH G X (
ancre GPI $*3 QRQ FODVVLTXHV [/HV $* SHSWLTXHV VRQW FRQ\
aminésHW GYXQH DQFUH *3,
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¥ Modifications post traductionnelles des AGP

Les AGP subissentrois modificationgposttraductionnelles OfK\GUR[\ODW&RQ GHV
proline, la glycosylation puifO § D G GA HAND® GPL./ {K\GUR[\ODWLRQ GHV UpVL
enrésidus hydroxyprolinelébute dans lgéticulum endoplasmiqguelW FRQWLQXH GDQV O
de Golgi (Nguem#&®na et al, 2014) Cette hydroxylation par lesprolyl4 &ydroxylase
(P4Hs), HVW HVVHQW L pe@retHesSgi/togylaXidhsl @teridureéss résidus Hyd es
P4Hs des plantes sont des enzymes membranaires appartenant a la faidgadpstarate
dépendat des dioxygénases(Hijazi et al, 2014; Fragkcstefanakiset al, 2014. Une
caractérisation partielli® vivo etin vitro des P4Hs a été réalisée dans de nombreuses plantes
PRGgOHV /D PDMRULWpP GH FHV 3 +V VRQW DLQVL FDSDEC
affinité différente selon que le substestdu collagendike, des polyprolines extensinekke
ou encore des AGHke (Hijazi et al, 2014).

La glycosylationdes AGPHVW UpDOLVpH DX QLY HDConG ir@ifiiS SDUH L
précédemmentrigure 1.30), les chaines glycanniques attachée® § +\S VH FRPSRVHQW
VITXHOHWWH SUQ&eth® DOLGHVRQ WRXU HVW GpFRUp-DYHF G
JDODFWRVH SRUWDQW G 9D X W-brabihode R O/ DFicBRguEHO T WHOV 1
rhamnose, H W.-fu@dse a de faibls pourcentag/ /fDMRXW GH FHVfaGLIIpUHQ
intervenir une ou plusieurenzymes de type glycosggansférase (Knoclet al, 2014).
Récemment, une liste non exhaustive des enzymes intervenant dans la glycosylation des AGP,
et de leur géne, a été établie (Baswal, 2015). 3L Q VL -G, Pfdosytransferases (FUT4
et FUT6), une Hyp-O-galactosyltransferase (GALT2)une -1,3-galactosyltransferase
(Atlg77810),une -1,6-galactosyltransferasB YHF XQH DFWL Y(CGALPIBAY, pi@RQJDW L

-1,6-galactosyltransfase (GALT29A), et trois -1,6-gluronosyltransferases (GICAT14A,
GIcAT14B, GIcAT14C) RQW pWp LGHQWLILpHY HW FORQpHV /D SHU
FKDLQHV GYDUDELQRJ DA OraseSntidnd/ gds Qhén@ypgas tissus
spécifigus (OgawaOhnishiet al, 2015).

Enfin, une ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol) est synthétisée et ajent€der
VXU OT%$*3 DX QLYHDX GX UpWLFXO X EepeQdaR, -a0rajurPeLdeXH 6 F k
AGP sont présentes sous une forme solublédplyie membranaire, ce qui laisse suggérer
que les AGP se détachent facilement des surfaces celluladgaw&Ohnishi et
Matsubayashi, 2015).

42



Figure 1.32: Structure chimique du réactif de Yariv (Showalter, 2001)
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% Fonctions des AGP

Du fait de leur grande variété structurale, les AGP sont impliquées dans de nombreuses
fonctions biologiques/ TpWXGH IRQFWLRQ Qé4l3éeHe @us douvert grideN U
OfIXWLOLVDWLRQ QGKgukpiBEAWIRXGHQEBUHY SDU OficesLOLVDW
PRQRFORQDX[ TXL SHUPHWWHQW GYLGHQWLILHU HVVHQWL
glycosidique des AGPSEifertet Roberts., 2007 Pareiraet al, 2014. En effet, les AGP ont
la particularité de se lier de facon réversible au réac2a8 O XFRV\O -6 LY
SHUPHWWDQW DLQVL OHXU ORFDOLVDWLRQ GDQV OHV WLV
(Yariv et al, 1967 ; Cassab, 1998).

Les AGP sont impliquées dans plusieurs processus biologiques tels que la division
cellulaire les processus de mort cellulaire programmée, la différentiation cellulaire,
O TH[SDQV L Re)nétdirinenk dd BubaJddlliniquiiéllet et al, 2002) ainsi que dans les
interactions plantepathogenes (Marzeet al, 2014).

Au niveau racinaire, il &té montré quies AGP interviennerdans le développement des
poLOV DEVRUEDQWYV GtHal,O2DEY thEis aussiddrid Ha reconnaissance et
OYDWWDFKHPHQW GHV UKL]R&RIF 20@5U NeueémOXdet & P0UD.FLQH 9
De récentgravaux réalisés sur les AGP is8d GH OfDSHJ[ UD Pis@Dshtiviinge H SRLV
de colza Brassica napusmontrent que cegrotéoglycannesnduisent I'enkystement des
] R RV S RAphbXion®/fes euteiches empéchent leugermination. Ces données suggéren
que les AGP sont impligeé dans la lutte contre les infections précoces dadme, et
mettent en évidence leur possibleuveau réle lors des interactions racinemycétes
(Cannesaet al, 2012)

En conclusion,ds HRGPs jouent plusieurs roles ¢aux dans le bon fonctionnement des
plantes. En plus des HRGPs classiques (AGP, Exten&Xds et PRPs), les HRGPs
hybridesou chimeéeregrésentent difféerentdomaines dont un oplusieurs modules HRGPs
DLQVL TXTXQH Sdppakéndnt SCHROWaNLLEB(Bhowalter 2010 Kieliszewski,
2001; Taret al, 2004; Esteveet al, 2006).

En parallele desutilstelsTXH OH UpDFWLI GH <DULY HW OHV DQWLF
bioinformatique des séquencpsotéiques(Showalteret al, 2010) permettaQW GILGHQWLII
différents domaines, peut étre utilistomme un outi GIDQDO\VH IRQ@EWLRQQH
OfLGHQWLILFDWLRQ HW QlizzRe® BytalXLFDWLRQ GHV +5*3V
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Figure 1.33: 6 WUDWpPJLH JpQpUDOH GH OYDQDO\WVH ELRLQIRUPI
classification des HRGPs (AGP, EXTs, et PRPs) chez Arabidopsis.

Les AGP classiques sont compese G H GsTeminés@b] Ala, Ser, Thr (PAST).Les
Lys-rich AGP correspondent aux AGP classiques contenant un domaingchyses AG
peptides correspondea des séquences de 50 a 90 acides aminés et contenamé FRST

Les FLAs correspondent aux séquences contenant un domaine fagmclirces quatre cas,

la présence de matifrépétés de type AP, PA, SP et EBt recherchéelLes extensines
contiennentun ou plugeurs motifs répétésie type SPPP ou SPPPP. Quant aux PRPs, elles
FRUUHVSRQGHQW DX[ VpTXHQFHYV sRRIGMPMKEI QW a®© ¥av G H
présence de motifs KKPCPP ou PVX (K/T) avec ou sans motif de type ¥ ¥lus, une
rechercheGH SHSWLGH VLJQDpeutéiveé eBechégShowrditer &t al, 2010).
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[.4. |dentification in silico des HRGPS

Une des particularités majeures desuperfamille des glycoprotéines HRG&s leur
richesse en résidysroline Pro) qui sont pour la plugart, hydroxylés en hydroxyprolirse
+\S VRXV OfTDFW LiRdoxglate Cd3 r&sidliR@yp Gont distribués en plusieurs
blocs et organigsen clustes appelé& glycomoduls (Faik et al, 2006).Au cours de la ©
glycosylation, des motifs glycanniquesnt étre greffés de facon covalente aux groupements
hydroxyles (OH) des hydroxyprolines (P) mais aussi des serines (S) et des thréonines (T).

La composition en acides aminésoamditionnera classificatiorde la glycoprotéindans
O eXd8s trois gra® HV | D P HRGPH AGB JEXTs ou PRP§figure 1.33). Ainsi, les
séquences primaires contenant 50% ou plus de résidus de type P, A, S et T vont appartenir a
la classe des AGP. La classe des AG peptides correspond aux séguences ayant au moins 35%
de résidis PAST tout en ayant une courte séquence de 50 a 90 résidus au maximum. Les
extensines, quant a elles, doivent renfermer au moins deux répétitions de motif de type SPPP.
Enfin, les PRPs contiennent au moins 45% de P, V, K, C, Y ou T ou des motifs KKCPP ou
39; .7 Re ; SHXW rWUH QYLPSRUWH @&baH 201D)EEbh Ge-babatl. Qp 6K
sur cette analys@-igure 1.33), le programme BIGDHIO, écrit en langage PERL, a permis
OfDXWRPDWLVDWLRQ GH OD FODVVLILFDW LYOF LGGHNV H5P B Q pS.
Uneliste la plusexhaustivepossible GHV + 5 *A& thattafiaa ainsi été établie, a partir de
28 VPTXHQFHYV SURWpPLTXH\A. WHdidne 266 WREGPs GutativesRt Btll G
classées comme sui85 AGP, 59 EXTs et 18 PRPs (Staiteret al, 2010).

En amont de la classification basée sur la recherchendéfs, un tri des séquences
contenant un site potentiel de HpJO\FRV\ODWLRQ SHXW rWUH HIIHF)
glycomodule spécifigue Ce glycomodule estéfini en accord avecO {K\SRWKqVH GHV
contiguégde Kieliszewski et Lampor(Gomod et al.,2010).Cette hypothese définie la régle
JpQpUDOH SRXU OD SUpGLFWLRQ GHV VLWHV G¥X\GURJ\O
JO\FRV\ODWLRQ &H VLWH FRUUBYV SR |RANY GXSPWRWWIL RO
» 9 BHYyaavec deux Hyp consécutives qui ne doivent pas étre séparées de plus de 11 acides
DPLQpV (Q VH EDVDQW VXU FHV LQIRUPDWLRQV OH PRWLI
Pro(1,4)&(0,10)+>$0D » 6H & -BOIR@ D pWp GplLQL ; SRXYDQW rV
adde aminé. Ce glycomodule peut étre utili&RXU OD SUpGLFWLRQ GIDGGL'
GTDUDELQRV\O HW RZurCe§ BEsiddEHYD s planias-(Gdonérdl, 2010).
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I.5. La racine : ligne de défense cachée

La racine, partie souterraine de la plante, est un organe vital assurant les fonctions
GI{DQFUDJH GH QXWULWLRQ PLQpPUDeD &, 2002). &4 ByEt¥ iU SWLR
racinaire est en interaction permanente avec uneWiuW XGH GH PLFURRUJDQLVP
GIXQH GL]DLQH GH PLOOLHEtVa.GTHVSqgFAHW S RAHVBIQRH/ HE&H
FRPPXQDXWp PLFURELHQQH HW VRQ U{OH FUXFLDO GDQV
considérée comme le second génome de lagp(@srendsert al, 2012).

Aux cotés des microorganismes bénéfiques de la rhizosphere, les pathogénes telluriques
vont constituer une menace pour la plante, acteurs majeurs de la limitation des productions
agricoles.De plus, la position souterraine dette interaction rend ces pathogénes plus
GLIILFLOH j FRQWU{OHU SDU UDSSRUW j FHX[ TXL VIDWWI
(Raaijmakerst al, 2008).

Le systeme immunitaire racinaire reste tres peu étudié, comparé aux mécanismes
moléculaires d défense des parties aériennes (Attard et al., 200¢rsch et al., 2015).
Néanmoins, son étude peut apporter des éléments de compréhension des interactions avec les
SDWKRJgQHYVY WHOOXULTXHYVY GYIDXWDQW TXH OHVdPpFDQLV
ceux mis en évidence dans les feuilles. Par exemple, Sdtlialk en 2009, ont montré une
différence de réponse immunitaire entre les feuilles et les racines du hétre en réponse a
O 1R R PRRygophithora citrocolalls ont également montré que lespipaux genes induits
DX QLYHDX GH OD UDFLQH GX KrWUH QH VRQW SDV H[SULPy
niveau des genes exprimés dans les feuilles (Attard et al., 2010).

(Q SOXV GIXQH GLIIpUHQFH GH UpSRQ \$iacineR(Xt@rigtWWDLUH
al., 2010; Wyrsch et al, 2015). En 2013, Balmest MauchMani ont montré que cette
réponse racinaire est également orggmécifique. Un autre exemple de cette défense organe
VSpFLILTXH HVW OD UpVLVWD QFtHalighel a @Bgn&odrth&Varytae/ X Sp UL
comparée a la partie racinaire qui est sensible (Schitiladr 2011). Egalement, une réponse
tissuspécifique a été observée dans des tissus racinairasWisV G XQ 0$0&8talQLOOHW
2010). Ces observations peuventee® LTXHU OfDSWLWXGH RX OD FDSDFLW|

une plante entiere ou un organe particulier de la plante.
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Plantes Nombre de BC

Figure 1.34 : Mise en évidence des cellules bordantes chez plusieurs espéces végétales

Le nombre de cellules bordantes (BGdguites varie selon les espéces végétales. A) BC de
Carotte, B) de Soja, C) de Mais, D) du pois, E) le cotton et F) Arabidopsis (Havaés
2003).« Number of cells> : nombre de cellules bordantes.

Figure 1.35: 2UJDQLVDWLRQ GH O Y RrSds prigibsperQed budidot@ddanes.

D &RXSH ORQJLWXGLQD O Hin@ gr&anhdiddsurh[lin). Dé RAMDAréséhtes H

XQH RUJDQLVDWLRQ IHUPpH E &RXSH OG&Q 3atMuxedIisQDOH G
Le RAM présente une organisation ow&VH F &RXSH ORQJLWXGLQDOH GfY
Daucus carota(carotte). Le RAM présente une organisation seuvierte (Grootet al,

2004). C: cortex, R: rhizoderme, RAM: méristeme apical racinaire, RC: coiffe racinaire, VC:
cylindre vasculaire. Ech@ H P D E HW F
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$X QLYHDX UDFLQDLUH LO D pWp GpPRQWUp TXH OD ]RQ
GIHQWUpPH SULYLOpJLpH SRetHl, @0/ CarihsaceR alg QAi3). LEWWDUG
SUplpUHQFH GH OD J]RQH G1pO RS I WathRdends & Rapp@tRAUW H G !
DXWUHV SDUWLHV UDFLQDLU HaQapréserce deQcdllulesTiodahfes S H X W
(BC) a ce niveau. Les BC synthétisent des protéines et des métabolites spécifiques distincts de
ceux produites par la coiffe cmaire (Brighamet al, 1995 ; Weret al, 2007). Ces cellules
sont reconnues pour participer activement a la protection raciftdawes et al, 2000;
2003; Cannesaet al, 2012)

1.5.1. Les cellules bordantes (BC)

[.5.1.1. Origine et production des cellules bordant es (BC)

Les BC de racine sont définies comme des cellules se détachant de la coiffe en présence
GIHDX HW VH WURXYDQW OLEpUpHV LQGLetBIG206BDP OcdPHQW (
BC ont longtemps été ignorées par le monde scientifique et cafesdéomme des cellules
UDFLQDLUHVY HQ GHVTXDPDWLRQ /H 3U ODUWKD +DZHV GH
SUHPLgUH VFLHQWLILTXH j VIrWUH LQWpUHVVpH j FHV FHO
BC sont finement régulés a la fois par des sigrendogénes et environnementaux (Brigham
et al, 1995; Gunawardena et Hawes, 2002 ; Driousthal, 2007). La production et la
OLEpUDWLRQ GH FHV FHOOXOHY VRQW YDULDEOHYV VHORQ
mais restent constantes po@HV HVSqFHV YpJpWDOHYV DSSDUHQWPHV D
(Grootet al, 2004; Haweet al, 2003; Hamamotcet al, 2006)(Figure 1.34). La production
et le mode de détachement des BC sont corrélés au type de méristéme racinaire appelé RAM

(Root ApicalMeristem) (Hamamoto et al., 2006).

Chez les angiospermes eudicotylédones trois types de RAM ont été obdesvBAM
fermés, les RAM ouverts et les RAM intermédiaifEgure 1.35) (Grootet al, 2004 ; Rost,
2010). Le nombre de cellules bordantes pitedudépend du type de RAM. Il a ainsi été décrit
que les plantes possédant un RAM ouvert proderisain nombre plus important de BC
(Grootet al,, 2004).

Contrairement aux RAM ouverts et aux RAM intermédiaires qui produisent et liberent
des BC, les RAMermés rencontrés chez les brassicacées comme le colza, la moutarde ou
encore Arabidopsis libérent des cellules apparentées aux cellules bordantes (BLCgt(Vicré
al., 2005 ; Driouictet al., 2007).
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Figure 1.36 : Organisation des cellules appareng&s aux cellules bordantes (BLC)
A:2UJDQLYVDW L RQthalidna(sdapte & fPlancet al, 2013; Driouichet al, 2010)

B : BLC de lin colorées aCalcofluorwhite. Trois différents morphotypes sont obsenvies
BLC sphériques (sBLC), les BLC atigées (eBLC) et les BLC filamenteuses (fBLC).
RC: Root Cap; BLC Border Like Cells WT : Wild Type.Echelle: A : 20 mm; B: 20um

Figure 1.37: Attraction et immobilisation des nématodes par les BC du pois.

a) Les nématodes ne sont pas attiréslgarapex de pois dont les BC ont été 6tées b)
contrairement aux apex sur lesquels les BC ont été gardées. c) Groupe de BC isolées apres
contact des nématodes mobiles depuis quelques secondes. d) Groupe de BC au contact depuis
30 minutes avec les nématod€gs derniers deviennent rigides et immobiles (Hastes,

2000).
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Ces cellules ont la particularité de rester attachées en files de cellules superposées, et
GYDGKpUHU j OfDSH[ UDFLQDLUH FRQWUDLUHPHQW DX[ FH«
individuelle (Figure 1.36). En dehors des Brassicasseées, la présence des BLC a également été
PLVH HQ pYLGHQFH FKH] GHV $QJLRVSHUPHV (XGLFRW\OpG
appartenant a la famille désamiaceagLinaceaeet desSolanaceadDriouich et al., 2012).

La présence de ces cellules a été également été mise en évidence chez les Iégumineuses,
Q RW D P P H Q&vadrakntahgiDiEndoet al, 2011).

[.5.1.2. Fonction des BCdans la protection racinaire

/IH GpWDFKHPHQW GHV %& GDQV Ode nbKifictRons dapg H VD
OIDFWLYLWp PpWDEROLTXH HW OfH[SUHVVLRQ JpQLTXH
spécialisées dans la production de molécules antimicrobiennes telles que des anthocyanines
aux propriétés antixydantes, des phytoalexines aux piétés antibiotiques, des enzymes
destinées a « détruire » les pathogénes (@feal, 2007; 2009 ; Cannesast al, 2011 ;

2012). Ainsi les BC jouent un réle considérable dans la protection racinaire et contre les stress
abiotiques et biotiques (Hawest al., 2000 ; 2003). Des études récentes soulignent
OfLPSRUWDQFH GH FHVY FHOOXOHYV GDQV OHV LQWHUDFWL
pathogenes (Gunawardepa al, 2005; Xie et al, 2012; Cannesaret al, 2012). Le type

G 1L QW H U DsuwabhtRg€géenopddeHa plante et du microrganisme. Les BC peuvent
DWWLUHU UHIRXOHU RX ELHQvVIQAJWH pickddrghbisnie XcdensigéeréH | | H W
(Gunawardenat al, 2005; Haweset al,, 2003).

IHV %& GH SRLV RQW pWp FKRUJY ldesVinterRcBdA$] cdile& qO H C
bordantes / pathogénes (Hawetsal, 2000). Comme exemple de mécanisme de défense lié
DX[ %& RQ SHXW FLWHU OfHIIHW GIDWWUDFWLRQ GHV SI
GpPRQWUH TXTXQH UDFLQH GOAWSRW\Y {WHBIVXEBD CH D] YW |
FDSDFLWp j DWWLUHU OHV QpPDWRGHV $ OfLQYHUVH OF
UDSLGHPHQW GHV QpPDWRGHYV DXWRXU GH OYDSH[ UDFLQD|I

les nématodes cessent toutuvement et se figeriFigure 1.37).

Zhao et al, (2000) ont également mis en évidence un chimiotactisme positif entre le
nématodeMeloidogyne incognit&t les BC de pois, générant un changement morphologique
de ces cellules (Zhaet al., 2000).
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Figure 1.38: ,QIHFWLRQ GH OYDSH[ UDFLQDLUH GH S\ettNa SDU OH

haematococca

D $SUqV MRXUV GIfLQRFXODWLRQ OYDSH[ HW OHV %& VRC
GpWDFKHPHQW GHV %& ODLVVH DSSDIURQVWRWLEOPD SFH[2BD AL
des BC détachées et des mycelium (Hagted, 1998).

Figure 1.39: /RFDOLVDWLRQ GH O 1RRRERESUAIaSaZMEKIR @oisQ H

a) Racine de pois observée en lumiére transmise. b) Coloration du mycélium samtulii
OHFWLQH :*$ :KHDW *HUP DJJOXWLQLQ FRXSOpH DX ),7&
GYLQIHFWLRQ F &LQPWLTXH GH OfLQIHFWIlRGeWPFLQDLL
PDWXUDWLRQ OD ]JRQH GYpORQJDWLRQ are¢in® 8e flaiRaullH UDF
QLYHDX GH OD ]JRQH GTptaRQIJDWLRQ @D Q ®RyHi»& MZ:

]JRQH GH PDWXUDWLRQ 5& FRLIIH UDFLQDLUH (FKHOOH
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'H PrPH ORUV GH OTLQRFXODWLRQ GH OYDSH[ UDFLQDLLU
Nectaria haematocca OHV % & VRQW UDSLGHPHQW UHFRXYHUWHV G
OYDEPFLQEDLUH VH WURXY H (pdiR UIBR(GuBvardenst ab, 1I2005W L R Q
Gunawardena et Hawes, 2002 ; Hawesl, 2011 ; 2012). Les BC ainsi que les hyphes du
FKDPSLJQRQ VH UHWURXYHURQW GpWDFKpH\ir&likrddd VWH GF
WRXWH LQIHFWLRQ &HV REVHUYDWLRQV VXJJqQUHQW TXH O
inhiber N. haematoccaet ainsi protéger la coiffe racinaire et le méristéme racinaire contre
OfLQIHFWLRQ

Plus récemment des études ont réveélélgaeBC du pois sont impliquées, localement,
GDQV OD GplHQVH GH OfDSH[ UDFL Q BphlrdmycBsQentdicHesO 1R R P
(Figure 1.39 7DQGLV TXH OD ]RQH GYpORQJDWLRQ VA WURXY!
euteiches OTDSH[ UDFLQBNWHEW DOIGCHR IV GTLQIHFWLRQ GDC
OYLQIHFWLRQ (Q UpSRQVH j OYLQIHFWLRQ LO D pWp PRQ
SURGXLWHY DLQVL TXTYXQH SURGXFWLRQ DFFUXH ®H SLVDYV
vitro la croissancelu pathogéene (Cannesanal, 2011). Par ailleurs, les AGP des BC de pois
LQWHUIqQUHQW DYHF OH A E@dith€Bargs¥e! &, RGIIHPHQW G

1.5.2. Les exsudats racinaires

/IHV HI[VXGDWV UDFLQDLUHV VRQW HVVHOQaNeIBTOGEPHQW S
VRQW GHV VXEVWDQFHYVY VpFUpWpHY GDQV OTHQYLMRQQHPLF
al., 2011). Ces substances sécrétées vont affecter les communautés microbiennes au contact
de la rhizosphére de la plante. Les exsudats racinainmets composés de deux classes

principales:

- les exsudats racinaires de faible poids moléculaire, tels que les acides aminés, les acides
organiques, les sucres et autres métabolites secondaires qui représemtdineisité
(Badri et Vivanco, 2009)

- les exsudats racinaires contenant des molécules de hauts poids moléculaires tels que les
polysaccharides et les protéines. Cette selaeprésente la plus abondandins les

exsudats en terrsele masse (Badri et Vivanco, 2009)

Dans les exsudats, on retrouve légent un élent clé de la défenseles ADN

extracellulaires (West al,, 2009.
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Figure 1.40: Représentation de la complexité des interactions entre la rhizosphere et le

systeme racinaire de la plante, sous la médiation des exsudats racinaires.

La plante produit des signaux chimiques qui vont attirer les bactéries par chimiotactisme. Les
interactions positives de la plante, médiée par les exsudats racinaires, inclut une imitation des
facteurs de croissance afin de faciliter le développement de @\Wad /TLQWHUDFWLRQ
médiée par les exsudats correspond a une production de composés antimicrobiens tels que les
phytoalexines, les nématicides et les insecticides. Les différentes fleches sur la figure
indiquent les différents échanges chimiqueseetes différents partenaires (Haichetral,

2014).
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La quantité et la qualité des exsudats racinaiéggendenti RUWHPHQW GH OTHVSqgF
de son age et enfin des facteurs biotiques et abiotiques (@bres 2004). A travers
O TH[V X G D WitursQypes-iex:@nposés, la plante régule la communauté microbienne du
sol et se protége des herbivores. Hormis promouvoir les symbioses bénéfiques et les
changements des propriétés physE® LPLTXHV GX VRO OfH[VXGDWLRQ
G L QKL E bsbinc® BeskplaRes environnantes, en compétition (Blaadlj 2000; Walker
et al, 2003). De facon générale, les exsudats racinaires jouent un réle de médiateur dans la

communication avec les tous les éléments de la rhizosfiFigree 1.40).

Comme résum dans lafigure 1.40, les exsudats racinaires régulent plusieurs types
GILOQWHUDFWLRQ SRVLWLYHPHQW RX QpJDWLYHPHQW HQ
focaliserons uniguement sur le réle de ses exsudats racinaires dans la médiation de la défense

racinaire (Berendseat al, 2012; Haicharet al, 2014).

[.5.2.1. Les exsudats racinaires impliqués dans la défense
¥, Les exsudats racinaires a faibles poids moléculaire

- Les phytoalexines

Les phytoalexines sont des composés antimicrobiens de faible poids moléculaire,
LQGXFWLEOHV ORUV GfXQ VWUHVV ELRWLTXH GDQV OH'
phytoancipines retrouvées chez les plantes et présents de facon constitutive. Le concept des
phytoalexines a été introduit il y a plus de 70 ans par Miller et Borgedgtedral, 2014)
aprés observation de linfection de tubercules de pomme de terre avec une souche de
Phytophthora infestansslHV DXWHXUV RQW FRQVWDWp TXIYXQH SULPR
une réaction hypersensible qui inhibe de facon signifi¢ht O f{HIITHW G XQH LQIHFWL
avec une autre souche BeinfestansCette inhibition est liée a un composé produit par les
cellules de la plante lors de la réaction hypersensible qui a été norpmgoalexine»

(Jeandett al, 2014).

Les phytoadxines présentent des structures chimiques tres diverses et leur nature varie en
en fonction des plantes. Chez la plante modéélihaliana,la camalaxine est la phytoalexine
PDMRULWDLUH PDLV DXVVL OfXQH GHV OHM.S204V FRQQXH C
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Figure 1.41: &LQPWLTXH GH SURGXFWLRQ GYH[VRKuGdDWMNY UDFLC
graminearumet de leur interaction.

Les exsudats sont récoltés a 0,25 3 et 7 jours apres infection, puis analysés par HPLC. a)
FXOWXUH GH OdfiRite deFugdidutOgramiBearunseule et c) interaction entre les

deux. 1, 4dhydroxyphenylacetic acid; 2, vanillic acid; 3, syringic acid; 4opmaric acid; 5,

ferulic acid; 6, benzoic acid; 7, indoleacetic acid-&nhamic acid (Lanouet al, 2010)
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(Q DQDO\WDQW OHV FRPSRVpV DURPDWLTXHMdeGmULYDQW
vulgareg), infecté parFusarium graminearugmlLanoueet al RQW PRQWUp OYLQGXF
synthese de cing phenylpropanoides avec des activités antifongiques (letrsbi2010).

Parmi ces phenylpropanoides, des expériences de marquage ont montré la segnticdae
GH OD VpFUpW-tim@migud Fg e IR~IL)G H

- Les terpénoides

/IHV WHUSpQRWGHYV IRUPHQW XQH ODUJH FODVVBSIGH PRO
ELHQ GDQV OHV SDUWLHV VXSpULHXUHV GH OD SODQWH
(Baetz et Martinoia., 2014). Il est bien connu que certains composés terpénoides
phytochimiques non volatiles tels que les momilactones peuvent étre sécnétedada
rhizosphere. Néanmoins il a été recemment démontré que des composés volatiles organiques
(VOCs) peuvent étre émis par la racine pour jouer un role direct dans la défense (Baetz et
Martinoia., 2014).

Les composés volatiles dérives des plantes ava&ntdécrits dans des interactions
WULWURSKLTXHV FYHVW j GLUH HQ DWWLUDQW GLUHFWHTI
assurant une deéfense indirect®u niveau racinaire on peut citer comme exemple le
monoterpéne 1;8ineole qui est synthétisé en©@UW XUH SDU GHYV Aothklidanaldls UR R WV
GITXQH LQWHUDFWLRQ DYHF XQ SDWKRJgQH %DHW] HW 0DU
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Tableau I.1: Dynamique de
production de protéines lors
GTXQH LQGXFW
séparation des BC.

Pour collecter les protéines dal
les exsudats, les BC sont culoté
SDU FHQWULIXJDWL
du surnageant (West al, 2007)

Figure 1.42: Dégradation protéolytique des protéines du &écrétome», augmentant le

GHJUp GILQIHFWLRQ GH OYDSH[ UDFLQDLUH GH SRLYV

A) 94% +4% des racines de pois résiste a une inoculation *deptfes du champignoNectaria
haematococcalApres 3 jours post QRFXODWLRQ DXFXQ VLIQH QTHVW GpWHFWp
avec 2,5 cm/jour. B) Observation du développement du chammpigur la racine avec un manteau
GTK\SIKWUDYHUV OHV %& DXFXQH QpFURVH QYfHVW REVHUYpH &
racinaire 2 a 3 jours apres un traitement a la protéinase K et une inoculation avec le champignon. D)
Nécrose visible locO LVpH DX QLYHDX GH @b 8007).UDFLQDLUH :HQ
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¥, Les exsudats racinaires a haut poids moléculaire
- Diversité protéigue

/9D Q D O\ \sétréaormecetude globale de I'ensemble des protéines sécrétées par une
cellule, un tissu ou un organisnmeg)i c O UUHVSRQG j OTHQVHPEOH GHV VpFU|
GHV %& D SHUPLV GYLVROHU SO XVet@aH 2007)SD¢RPMsplla@EtéY G X S
montré que la quantité protéique est corrélée au nombre de cellule bordantes produites
(Tableau I.2).

Les proéines identifiées dans le sécrétome incluent des protéines impliquées dans la
défense telle que les extensines, des-ptygpglycoprotéines, des endoglucanes transférases,
GHVY LQYHUWDOB¥Y¥WERNY GDVHV @&Hndsifidases,@xdedoligatharg HV .
transférases qui ont été auparavant identifiées comme appartenant a la paroi végétale chez
Arabidopsis, et le mais (Wext al,; 2007).

Afin de vérifier le r6le de défense des protéines sécrétées, les racines de pois ont subi un
traitementalaSURWPpPLQDVH . DLQVL TXTXQ WNediaVhhenb@scdYHF Gt
(Figure 1.420 (Q DEVHQFH GH SURWpPLQDVH . OfLQFLGHQFH GH
Trois jours aprés le traitement, cet indice passe a 100%, témoignant ainsi du rolende déf
des protéines du sécrétome comrdnaematococc@Venet al, 2007).
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Figure 1.43: Résumé des réles possible des AGP dans les interactions entre la racine et

les microorganismes.

$ OHV $*3 VRQW FDSDEOHV GIDWWLUHW @©ddtériesPLFURR!
FKDPSLJQRQV TXL YRQW DGKpUHU j OD UDFLQH HW GpYHO
VRQW DXVVL FDSDEOH GH UHSRXVVHU RX GYLQKLEHU OH
microorganismes du sol sont capables de dégrader les AGP dbéder lainsi des
oligosaccharides, ou des glycopeptides qui vont étre considérés comme des DAMPs et
déclencher des réactions de défense (fleches rouges). C) les AGP sécrétés favorisent la
colonisation racinaire par des microorganismes bénéfiques (PGRR dagkiocontréle) qui

YRQW DXVVvL r'WUH FDSDEOH GH GpFOHQFKHU GHV UpDF\
systémique acquise (ISR, fleche bleue). Les fleches violettes indiquent une possible induction
et/ou modulation des mécanismes de défense dans Héss peupérieurs de la plante) (

Inhibition du systéeme immunitaire de la plante (A); (+) activation du systeme immunitaire (B,

C) (NguemaOnaet al, 2013).
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- Les arabinogalactans proteins (AGP)

/ID SUpVHQFH GH UpVLGXV G YDUD majQiRixeHahsWs @xdudaizO D F W F
racinaires, suggerent la présence de glycoprotéines de type AGPgKalee2001; Elis et
al., 2010; NguemaOnaet al, 2013). La présence des AGP dans les exsudats racinaires a été
confirmée en 2012 par Cannesral

Au niveau de la rhizosphere, les AGP patrticipent a la régulation des interactions-plantes
pathogenes. Il a ainsi été montré que des AGP purifiées a partir de la coiffe racinaire du pois
YRQW rWUH FDSDEOHV GApbanomycesHduteiohgst diRtacEsid,HY G v
accélérer leur enkystement (Cannesaral, 2012). Les AGP ont également été mises en
évidence dans les exsudats racinaires de plusieurs plantes comme le peisalXi2012;

Kneeet al, 2001), le sojaGlycine max..) (Timotiwu et Sakurai, 2002), Arabidopsis (Vicré
et al, 2005; Durandet al, 2009)et le mais (Mt al., 2010).

3RXU FRORQLVHU OD UDFLQH OHV PLFURRUJDQLVPHV
nutriments présents dans le sol. Ainsi il a été démontré que plusieno®manismes du sol
dont des agents de biocontrble, des pathogénes telluriques et plusieursaiitogenes
SURGXLVHQW GHV HQJ\PHV GH GpJUDGPIVDIROF VEHAGEDY+BVWH
JDODFWDQDVHV DUDE L Qffuxiidrind@des/ D& g, Hivs étufesGHt nontré
gue les bactéries de la rhizosphére sont capables de se dévsloppemilieu riche en AGP.
&HFL VXJJgUH OYKDELOLWpP GHV EDFWpULHV j K\GURO\VHU I
une source de nutriments pour assurer leur croissance dans la rhizosphést ékn2e01).

$X YX GH OTHQVHPE O ottt adt\etaghived QALY pagdnaOnaet
al., qui retrace le rdéle hypothétigue des AGP dans les interactions entre la plante et les

microorganismes du s@Figure 1.43).
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Figure 1.44 : ADN extracellulaire (ADNex)

A) ADNex (jaune) proveant desNeutrophiles humains eimcubés avec le toxoplasma (un
SURWR]RDLUH HQ SUpVHQFH GH F\WRFKDCQB\QMHP ETH LHGI
complexe forme le NET (Neutrophil Extracellular Trgppi Abdallahet Denkers 2012).B)

Marquage au BPI (4-6-diamidina2-phenylindole, Kubistat al GY$'1H[ GDQV OF
exsudats de pois (Wet al, 2007). Echelle 0.1 mm

Tableau 1.2 : Chronologie de la mise en évidence des ADNex dans la défense chez les

animaux et les végétaux (adapté de Driouicét al, 2013)

Animaux Végétaux

Brinkmannet al.(2004) Wenet al.(2007)
Alghamdiet Foster (200p Wenet al. (2009
Sumby et al. (2005puchanaret al. (2006 CurlangoeRiveraetHawes(2011)
Urbanet al. (2006)GuimaraesCostaet al. (2009 Cannesart al.(2011)
Fuchset al.(2010) Cannesaet d. (2012)
Younget al.(2017) CurlangeRiveraet al (2013)
McDonaldet al.(2012)
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1.5.2.2. Les ADN extracellulaires

/1$'1 H[WUDFHO O XBdileU.#1) ghéte Hdentifié pour la premiére fois chez
O 1 K R PaP Bfingmannet alen 2004. Les globules blancs du systeme immunitaire chez les
KXPDLQV DLQVL TXH FKH] GYDXWUHV HVSqFHV H[ OH SR
systeme de défense complexe appelé NET (Neutrophil Extracellular Trap). Il est composé
G¥'1l DLQVL TXH GYHQJ\PHV HQ YqusgRiQN D) XEOMETL@ImeEW LR Q
de neutraliser les bactéries, les champignons et les pathogénes de type protozoaire en les
piégeant dans une matrice en présence de peptides antimicrobiens et deg(oudaret
al., 2006; Guimarae€ostaet al, 2009) (Figure 1.44A). Les histones et les ADNex
constituent les composants structuraux du NET et un traitement a la DNase va affecter
OfLQWpPpJULWp GH FH UpVHDX HW SHUWXUEMdrAing,DeslRQFW L
pathogenes de typStreptococcuslu groupe Asont capables de contourner le NET en
sécrétant de la DNase extracellulaire. En éliminant par mutagénése dirigée la capzasté de
Streptococcusa synthétiser de la DNase, ces derniers perdetie dwbilité et vont
VIDFFXPXOHU GLUHFWHPHQW DX QLYHDX GX VLWH,GILQIHF
2005; Buchanast al., 2006).

Récemment, des travaux de Wethal RQW IDLW pWDW GH OfH[LVW
niveau du systeme de séiné des plantes/I D GpFRXYHUWH GH SURWPpPLQHV G|
ainsi que des histones H4 au sein dséerétome> des cellules bordantes et de la coiffe
racinaire a permis de faire un parallele avec les ADN extracellulaires retrouvés de facon
générale cbz les mammiféres. En 2007, Wetnal, avaient mis en évidence pour la premiére

fois la présence ADNex dans le mucilage du feigure 1.44B).

$ILQ GH YpULILHU TXH OY$'1H[ LGHQWLILp FKH] OHV SO
comme ce qui a été mis émidence au niveau du systeme immunitaire humain, un traitement
avec de la DNase | est appliqué avant et apres infection chez le pois. Dans la condition
contrdle, seule 3% des racines sont infectées (Gunawardena et Hawes, 200&; alen
2007). Des spas du champignoN. haematococcaont déposées sur les apex racinaires de

pois aprés un traitement a la DNase 1.
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Figure 1.45: 3HUWH GH OD UpVLVWDQFH GH OYDSH[ UDFLQDL
champignonN. haematococcdN. h.) et traité ensuite avec de la DNase I.

A) la plupart des racines infectées résistent aux champignons (Gunawardena et Hawes, 2002;
Gunawardenat al, 2005; Wenet al, 2007): aucune lésion constatée sur les racines qui

restent saines et continuent de croitre menthez le contréle B) Une fois-t@ité avec de la

DNase | et le champignon, 100% des racines développent un nécrose au bout de 48 a 72h. La
FURLVVDQFH UDFLQDLUH VYDUUrWH HW OH FKDPSLJQRQ S
uniquementde laDNdd , DXFXQH QpFURVH @RHROMREVHUYpH :HQ

Figure 1.46: 2EVHUYDWLRQ DX PLFURVFRSH FRR.IHRénaOcdsdd OTLQW
HW OYDSH[ UDFLQDLUH
A) En absence de DNase |, les hyphes du champigaorert) QI DGKqUHQW SDV | C

racinaire (en rouge) et ne font que 100 um de longueur. B) Eraitement DNase | €Xl.
haematococcdes K\SKHV VRQW SOXV GpYHORSSpV HW DUWBLYHQW j
al., 2009). Echelle 20 pm
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Chez ces plantes gocubées avec de la ide | (Figure 1.45), 100% des racines
GpYHORSSHQW XQH LPSRUWDQWH QpFURVH TXL VIDFFRPSI
JgQHVY GH GpIlHQVH DLQVL TX{IXQ DUUrW GH OD FURLVVDQI
(Wenet al, 2009).

'TXQ SRLOQWLEHRWHFHR PLTXH OJYREVHUYDWLRQ GHV UDFLQ
incubation avec des spores e haematococcanontre des hyphes faisant 100 pm de
ORQJXHXU j SUR[LPLW p(F@lte @D).SUé falileFdoguitiod e BC est
également observéB XWR XU GH OYDSH[ UDFLQDLUH 8QH IRLV OHV U
dans les mémes conditions, les hyphes se développent de facon plus importante et pénéetrent
OfpSLGHUPH GH OYDSH[ UDFLQDLUH /D SRSXODWdItRQ GH %
augmentatiorifFigure 46-B) (Wenet al, 2009)
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Figure 1.47: Root Extracellular Trap (RET)

b) Mise en évidence du RET autour de la coiffe racinaire (délimité par les tirets) coloré a
OfHQFUH GH FKLQH ,QGXFW LrRaQteGXléd €7 rapXndeEeQdomenh® O X O H
aeruginosa(a) et aux zoospores disarium solani f. sp. pigic). BC: cellules bordantes;

RC, coiffe racinaire; Echelle20 um (Driouichet al, 2013).

Figure 1.48: Modele de fonctionnement du RET (Root Extrackular Trap)

Le RET est composé de BC, de protéines antimicrobiennes, des arabinogalactanes protéines,
GHV $'1 HHWUDFHOOXODLUHYVY HWF 'HV H[SPULHQFHV RQW
les agressions des différents pathogeresaut en favoriant des échanges avec les bactéries
bénéfiques du sol (+) et de facon générale assure la protection de la racine (tialich

2013). PR Protein: PathogenesiRelated proteins; PGPR: plant growth promoting

rhizobacteria; RC, root cap.
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|.6. Le Root Extracellular Trap (RET)

La récente découverte des ADNex sécrétés par les cellules bordantes du pois, ainsi que la
mise en évidence de leur réle dans la défense a permis de faire un rapprochement avec le NET
(Neutrophil Extracellular Traps) des cellules spéciaksdes mammiferes (Driouiat al.,

ID IRQFWLRQ SULQFLSDOH GX 1(7 FRQVLVWH HQ OfLPF
destruction dans une matrice de peptides antimicrobiens et de protéinegt(Aler2007).
Par analogie chez les plantes, orut® des ADNex sécrétés par les cellules bordantes ainsi
TXIXQH EDWWHULH GH SURWpPLQHV HW GH SRO\WDFFKDUL
UDFLQDLUHY HQ SUpVHQEHHMGBIXQ SDWKRJIqQH

En se basant sur ces éléments, Drioeichl, (2013) oh établi un modele de défense en
synergie incluant les ADNex, les cellules bordantes, les polysaccharides et autres protéines
extracellulaire regroupés sous le nom de RET (Root Extracellar Trap). Le RET va ainsi
réguler de fagon générale les interactionsitives et négatives autour de la racfregure
1.48).
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|.7. Objectifs du projet de these

&H WUDYDLO GH WKgVH VJ{LQVFULW GDQV OH FDGUH GYfX
GH 5RXHQ HW OY8QLYHUVLWp GH 1L DuHiét\eDdke duLsystéme /fREM |
racinaire de la pomme de terrSofanum tuberosupdans la protection contre les agents
pathogénes telluriques.

'H QRPEUHXVHYVY pWXGHV SRUWHQW VXU OfYLPSDFW GHYV
développement et la qualité nutritimelle des tubercules de pomme de terre (Vasquez
Robinetet al, 2008; Gonget al. &HSHQGDQW DXFXQH pWXGH QD ¢
OTDQDO\WH GX V\VWgQPH UDFLQDLUH GH OD SRPPH GH WHUL

de ses exsudats raaires.

En effet, les cellules BC jouent un rble crucial dans la protection racinaire et contribuent
a faconner la microflore du sol (Hawest al, 2000; Gunawerdena et Hawes, 2002
CurlengoeRiveira et al, 2010). Ainsi, notre hypothese est que les cedludordantes et les
HIVXGDWY UDFLQDLUHV SRXUUDLHQW pJDOHPHQW LQWHUYI
des tubercules de pomme de terre dans le sol. En effet, les BC et les exsudats interagissent
avec les microorganismes telluriques en les attpan chimiotactisme ou en les repoussant,
régulant ainsi la microflore du sol. Toute fois le systeme racinaire de la pomme de terre reste
j OYKHXUH DFWXHOOH WUQqV SHX pWXGLp HW PpFRQQX

Pour cela, la recherche et la caractérisation des BC et des exadatsres chez la
SRPPH GH WHUUH FRQVWLWXHQW OfXQ GHVY REMHFWLIV GH

Pour ce faire, il est nécessaire de mettre au point un systéme de culture de la pomme de
terre qui permettra de préserver les BC et de collecter les exsudats eaciGaitte étape
FRQVWLWXH XQ SUpUHTXLY LQGLVSHQVDEOH HW FRQVWLW:
TXH OD SRPPH GH WHUUH QYHVW SDV XREV.SODQWH pWXGL¢g

Les BC ainsi collectées seront caractérisées par une approchsaopmque qui permettra
de mettre en évidence leur morphologie, leur viabilité ainsi que la composition

monosaccharidique de leur paroi.
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I THQVHPEOH GH FHV GpPDUFKHV VJLQVFULYHQW GDQV
Glyco-MEV sur les «Cellules bodantes et la protection des planteswu travers de la
caractérisation moléculaire de la réponse de ces cellules face a des pathogenes ou des

éliciteurs.

Les bactérieRRalstonia solanacearurau Pectobacterium atrosepticusont des agents
telluriques majers de la pomme de terre. Plus particulierem@ngolanacearurast un agent
UHVSRQVDEOH GYLPSRUWDQWY GpJkWV DX QLYHDX GH\
bibliographiques portant sur la tomatey¢opersicon Solanunrévélent que les exsudats
racinaires joent un réle considérable dans les interactions avec les ba&ésesnacearum
(Yao et Allen, 2006). Une caractérisation détaillée des exsudats de pomme de terre sera
réalisée sur des racines issues de plantes saines ou de plantes traitées patedes élic

bactériens.

La caractérisation de ces exsudats racinaires visait a analyser leur composition
polysaccharidique, notamment la mise évidence de glycoprotéines appartenant a la famille des
HRGPs telles que les arabinogalactans proteins et les extginguent un role dans la
défense racinaire (Cannesatral, 2012; Driouichet al, 2013; Plancotet al, 2013).

$ILQ GIDSSUpKHQGHU OD IRQFWLRQ GHV %& HW GHV HJ"
pomme de terre, une premiere approche consist&/ ¢ U OYLPSDFW GHV pOLFLWI
la bactérieP. atrosepticumV XU OHV SODQWHV GH SRPPH GH WHUUH G¥Y

exsudats de pomme de terre sur la croissance de cette bactérie

S3RXU ILQLU DX YX GH OfLPSR Ubwup&fanilleddsvHREPsFeERE&U R W p L
leur implication dans les processus de défense chez les végétaux, nous avons initié le
GpYHORSSHPHQW- LR PODXWNOXHEIF®SDEOH GYLGHQWLILHU
recherche de motifs connus et de glycomodulesW&@ter et al OTHQVHPEOH Gt
glycoprotéines dans le génome de la plante de pomme de terre. En effet, le génome de la
pomme de terre, publié depuis 2010 (Visserl, 2009), reste faiblement annoté. Cet outil
VIDYqUH Qouf BY VCHi@métlalclassification des HRGPs de pomme de terre.
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CHAPITREIl. f—-1"7"<tZ+e t— + —S*'tte

II.1. Matériel végétal

ITHQVHPEOH GHV Hie3® prdje? HeQNYBMELERIG] SDUWLU GTXQH FX
GITH[SODQW FHUWLILp GH SRPPH GH shidhai e CondWNbrdDU 'p V|

Plant de Pomme de terre.

[I.2. Culture in vitro de « semence vraie » de pomme de terre

La culturein vitro est effectuée avec des graines de pomme de terre de variété Touareg
IRXUQLHYVY SDU -DFTXHV HW O0DUW L4 fidiEr®Oa dBltdree§tDVV RFL
réaliséeen conditios stériles, sous une héte a flux laminaire pour éviter toute contamination.

Les milieux de cultures, ainsi que les différents outils (pinces scdegipette etc.) servant a

la manipulation, sont stérli pV | O 1 & pevwdRrE @0Dminutes a 110 bdres graines de

pomme de terre sont stérilisées en surface en les imamrgpendant une minute dans
OfpWKDQRO | SXLV PLQXWstun@diD&av 18] kesRiResQdRtJ LW H
ensuite rincé¥ DYHF XQH VpULH GH VHSW ODYDJHV GH WURLV PI
Les graines sont par la suite semées sur un milieu nutritif gélosé contghgfit de milieu

MS (MurasKLJH HW 6NRRJ J/ GH VDFFKDURYV et &\V2005). GIDJDU

Pour finir, les boites sont fermées avec un ruban adhésif millipore puis placées
verticalement dans des armoires de cultures avec une photopériode de 16h/jour a 22°C et
8h/nuit a 18°C. Les boites de pétri sont placées verticalemerdeafiermedte a la racine de
croftre suivant le sens du gravitropisme mais aussi pour éviter a la racine de pénétrer dans la
JpORVH SRXU IDFLOLWHU OYREVHUYDWLRQ GHVY FHOOXOHYV

1.3. —Z—-——"1% "+ % *— f — Sde poinse defterre

Comme pour la culture de grainé&H SRPPH GH WHUUH OfHQVHPEOH G)>
étre stérilisé. Les germes sur le tubercule de pomme de terre sont soigneusement découpeés et
ULQFpY DERQGDPPHQW j OTHDX SRXU HQ O Htéfritisds énHesU HV W D (
immergeant3 min dansO TpWKD QR O pendant $aXd_2tin GDQV OMHHa IR F K
sodiumGLOXp DX ULQFp HQVXLWH SDU ODYDJHV GH PLQ
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Une fois stériles, les germes vont étre débarrassés de leurs ébauches foliaires, et découpés
au VFDOSHO DX QLYHDX GHV Q°XGV /HV H[SODQWYV DLQVL R
des boites de pétri carrées contenant un milieu nutritif gélosé sénge4,8 g/L de milieu
MS (MurasKLJH HW 6NRRJ J / GH VDFFKDURVatlaki2005). GIDJDL

Les boites sont fermées avec un ruban adhésif millipore, puis placées verticalement,
comme précédemment, dans des armoires de cultures avec une photopériode de 16h/jour a
25°C et 8h/nuit & 18°C.

II.4. Mise en évidence des dépbts de callose

La mise en évidence des dépobts de callose est effedtvéd) GHY SODQWXOHV G X

jours avec une longueur racinaire de 4 a 6 cm de long.

/[HV SODQWXOHV VRQW pOLFLWpHV | OPptidbaderivdi i XQH V
atrosepticuma 1 mg/mL. 3 R X Uci@tfom Quhe goutte de cette solution est déposéefsird H |
racinaire de la plantencubéeensuiteen chambre de culture. Aprés 48 h, les racines sont
découpéesalGHVV XV GH OD ]RQH GYfpORQJDWLRQ HW VFHOOpPHV
ongle pus wubissent une fixation dans B/ G{XQH VR O X:Vddide Qcayveé KDL R O
pendant 1h30/HV ODPHV VRQW HQVXLWH WUDQVIpUpBEtNandIXFFHV V|
a 70%, puisx 50% etkenfin a 25%. Aprés cesificubatiors G J K es laines sortonservées
dans deOTHDX PLOOL52 WRXWH OD QXLW (QVXLWH XQ EDLQ

f& $SUQV O3 PY GHDIRO, OfpFKDQWLOORQ HVW LQFXI
sur la nuit dans une solution d&0 mM detampon phosphatpH 12 contenant @,%
GIDQLOLIHréesegnce Hies dépbts de callose est obsemwémicroscopie confocale
inversée a balayage lasedQH ORQJXHXU GYfRQGH GY{H[FLWDWLRQ GH

480 nm.Le contrble négatif est réalisé sur des plantulesafioitées.

5. <o Feo x7ct e i F TFe Fer®ife "£f ... —<"Fe T1'S>%0°F

La sonde CMH,DCFDA est utilisée pour la mise en évidence des RO$g5ie CM
H.DCFDA en poudresont solubiliséslans 5QuL de 100%DMSO (diméthylsulfoxydg. Les
50 uL sontensuitedilues GD Q V —/ GYHDX 0LOOL4 &HWWH VROXWLR
wubDYDLO HW HVW FRQVHUYpH j OfYDEUL GH OD OXPLqUH
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Les plantules sont déposées dans degues 4 puits (Fischer, Référence 1076853
GLVSRVDQW GTXQ FRPSDegarde? Bl @ WOTKIX PHITRHBHHGHHQGD QW
au microscope confocal a balayage lases plantulessont placées délicatement sur les
plaguesUHFR XY HU W HV a@G§ X530 HL @eDidhtpanh@lirbsphateHRO, (20 mM, pH
6,1) pour éviter leur déshydratatiopuis 30 uL de la sonde CMH,DCFDA sont ajoutés.

Apres la nise au point, 5mMiNGIDWWHQWH VRQW QIlplFEHWY DX H HOWD SFRXDIQ W +
stressée lors de la mise au ppgttSRXU pYLWHU OHV IDX[ SRVLWLIV 'DQV
pas stressée (alms® de fluorescence), 80 uL (en fonction de la concentration) de la solution
G 1 p O Ldohtvdjbuxétdirectement sur la plaque. Une image est prise toutes les 5 minutes
afin de mettre en évidence une cinétique de production des ROS & O JXHXU GTRQC
GYH[FLWDWLRQ GH QP HW XQH ORQJXHXU GTRQGH GYpPL

NB /D SXLVVDQFH GX ODVHU UHSUpVHQWpPH SDU OH pJDLQ
GXUDQW WRXWH OfH[SpPpULPHQWDWLRQ

11.6. Mise en évidence des ADN extracellulaires (ADNex)

La mise en évidence des ADNe VW HIIHFWXpH j OfDLGH GTXQH VRQ
Orange (Life technogy, S11368 TXH OYRQ XWLOLVH GLUHFWHPHQW VX
QLYHDX GH OYDSH[ UDFLQDLUH GHVY SODQWXOHV GH SRPPH

La solution stock de Sytox @nge (5 mM) est diluée dans du tampon phosphatghh 5
selon les recommandations du fournisseur et constitue la solution de travail. 150 pL de la
solution de travail sont prélevés pour rincer les apex racinaires de 5 plantules de pomme de

terre, par influxreflux avec la micropipette.

/JH PXEFLODJH UpEXSpUp HVW LQFXEp SHQGDQW PLQXWH
SXLWV j UDLVRQ GTXQH YLQJW DdsQarhes sdntPenSuiteRrEchiettésV S D L
GIXQH ODPHOOH HW REVHRFPBWY HEPH FRRRVIPRIUUSBRI G H (
nmet XQH ORQJXHXU G fRQ0GM. GIpPLVVLRQ
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Figure 1.1 : Préparation de la gélose pour le test de chimiotactisme
Trois puit équidistang A, B et Cont été découpétans le milieu solide coulé darshoite de
pétri. Les produits a tester sont déposés dans les puits epgpes€& et les bactéries dans le

puits B, une fois que les composés déposés en Acett diffusédans la gélose.
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[1.7. Mise en évidence du chimiotactisme

La mise en évidence du chiotactisme de la bactérie pathogéen@ectobaatrium
atrosepticumest effectuée avec degsudats racinaires gantulede pomme de terr€ette

expérimentation est réaliséadeux étapes.
Etape 1: préparation des boites de pétri

Un milieu solide de culturde P. atrosepticundont la composition pour un litre est de
4gL GYDFLGH SRO\JDOD§yWIcKRHRQ,TKEIY/L de KH,POy, 1,2dL de
(NH.)2SQ, GYIDJDU j SP/ GT1XQH d¢ RIGEAWH.®) @ 44,12 g/Let 10
mL GIXQH VRO X WL RQ/GEbudDap@s autoclavest coulé dans des boites de
pétri rondes Une foisle milieu solidifi€, trois puits équidistants sont découpés dans la gélose
j OTDLGH QHgW®IEID.ULWYV

Etape 2: 'pS{W GHV VROXWLRQV GIH[VXGDWYV UDFLQDLUHV

500 —/ GIXQH VROXWLRQ GYHI[V XD t¢posédprisleopd AJédV | P J |
500 —/ GIXQ GHX[LgPH FRPSRVp FRPSpWLWLI SDU UDSSRUW
antibiotique dans le pw@tB. Les boites sont ensuite incubées pendant 1 heure a 25°C pour
favoriser la diffusion des deux solutions a tester dans la gélose tout autour de leur puit
UHVSHFWLI $ OD ILQ GH OYLQFXEDWEPR.Raosepticuma/ 1& 1 XQH V
bactéries/mL (DO = 0.19ont déposédans le puicentral (B)

Apres incubabn a 25°C pendant 72h,nuchimiotactisme positif se tradaipar un
développement bactérien dans un des puits A ou C, et un chimiotactisme négatif par la

multiplication des bactéries dans leur pui¢ dépot B.

[1.8. Effet des exsudats racinaires sur la croissance de P.

atrosepticum

La premiére étape de cette expérimentation consiste a établetiitient de corrélation
entre la densité optique (DO) lue a 580 nntagjuantitéde P. atrosepticumPour ce faire,

une numeération bactérienne est effectuée disarttunecellule de Malassez.
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Une fois le coefficient déterminé, unalture en milieu non renouvesst initiée avec une

DO de départ égale & 0,1 ce qui correspond dd€téries pamL de préculture

$1LQétabNr la courbe de croissance, le miliele culture PGA 4L GYDFLGH
polygalacturonique, 16,266- de K;HPO,, 0,899/L de KH,POy, 1,2dL de (NH4)2SQ, et
GTDJDUppus i) est ensemence ave€Q LQRFXOXP SURYHQDQW GTXC
Pectolackerium qui estincubée pendant 16 heures &Q@5La cinétique de croissance est
VXLYLH SDU OD OHFWXUH GH OD GHQVLWp RSWLTXH G{I{XQ C

les heures.
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CHAPITRE Ill. 3" ¢ —Z—f —-

Au niveau racinaire, les cellules bordantdes exsudats racinaires, et les ADN
extracellulairesconstituent des éléments clés dans la défense raciiiiameset al, 2000;
2003; Wen et al, 2007, Wen et al, 2009; Haweset al, 2011 Driouich et al, 2013;
1*XHOMaet al, 2013).La racine ou ses exsudats peuvent étre des agents répulsifs
(Hawes et al, 2000; 2003) ou deschimioattractantspour des pathogénes comme la
phytobactérieR. solamcearum (Yao et Alen, 2006) En ce qui concerndes cellules
bordantes de la BRPPH GH WHUUH DX FatQdllen@RdiQopible Qhkl \aw

littérature

lll.1. Caractérisation des Cellules Bordantes de pomme de terre

Le nombre de cellules bordantes prodsigugmente au cours de la croissance racinaire
pour atteindre XQH YDOHXU VHXLO FDUDFWpPpULVWLTXHtaEaIXQH HV
2003 ; Driouich et al., 2007. Les cellules bordantes sont le plus souvent cara@eSeagartir
de racines issues de jeunes plantudgsés germination des grainghez le pois, 24 a 72h
aprés germination) (Cannesam al, 2011). $ 1L Qan@lyser les cellules bordantes les
exsudats racinairede la ponme de terre, nous devons datfisposer de jeunes plantules
Comme la culturen vitro de la pomme de terre se fait classiquement par multiplication
végétativeun systeme de cultuiia vitro de la pomme de teri@ partirde graines et a partir
GIH[SODQWYV QRXV SHUPHWWUD GH FRPSDUHU OHV GHX[ V

cellules bordantes.

11.1.1. Culture in vitro de pomme de terre

[11.1.1.1. Plantules issues de graines ou « semences vraies »

Trouver un fournisseur commercia SRXU DFKHWHU GHV JUDLQHV GH
DYpUp FRPSOLTXp 3RXU OYDQHFGRWH XQ YHQGHXU VSpFLI
EULQ PRTXHXU TXH OHV JUDLQHV GH SRPPH GH WHUUH QTF

Notre quéte de graines de pomme de terremadiment abouti grace a la rencontre de
-DFTXHV HW ODUWLQH $XEONor@ahdieD [A3300MdaRNL BogML BaRs $6)
JURQWLQUH SDU OTLQWHUPpPGLDLUH GH 0U %BretggoeUG -R XL
HW GX SURIHVVHXU 6LGLidhe)XaGMged.18QLYHUVLWp GH 1
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Figure II1.1: Graine de panme de Figure I11.2: ORUSKRORJLH G{XC(

terre de variété Touareg. pomme de terre de variété Touareg
Observationau microscope électronigL 14 jours apres semiéchdle : 1 cm
a balayage TM300(Hitachi).

Figure I11.3 : Culture in
vitro GJH[SODQW G
de terre sur milieu gélosé.
A) Dépbt des explants
(bourgeons découpés) sur t
milieu gélosé dans une boit
de pétri. B) Apres dix jours
de culture, un important
développement racinaire es
observé. Echellel cm

Figure Il .4 : Micropropagation des vitroplants de pomme de terre.

$ 9LWURSODQWYV kJpV GIXQH TXLQ]DLQH GH MRXUV HW
repiqués en terre au phytotron dans des petits pots individuels puisedagr®sl pots au bout
GIXQH WUHQWDLQH GH MRXUV GH FXOWXUH &
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/119$6) HVW XQH DVVRFLDWLRQ LQWHUQDWLRQDOH TXL OX

leurs objectifs est de faire produire des tubercules de pomme de terre a pagentences

vraies» dans les pays en voie de développenrlethprllwww.aqrosansfrontiere.o g/

Avant la mise en culture des graines mises a disposition par Mr et Mme Aublé, nous
DYRQV DQDO\Wp OHXU PRU SKoBcOpR ElettronicDd] ® habaihgs feXt§peP L
TM3000. Les graines de cette variété sont de couleur marron, de forme ovoide et mesurent un
peu moins de deux millimétre de diamé&treyure 111.1).

Aprés deux semaines de culture dans des armoires phytotronrevéempérature jour
de 25°C et nuit 18°C, de jeunes plantules de pomme de terre présentant des racines de
longueur hétérogene (de 1 a 7 cm) sont olee(feigure 111 .2). Cette hétérogénéité racinaire
FRQVWLWXH XQ SUREOQPH SR X UtrasRaved fdcipaliexhGnirbgéde lpQUrG D Y |
OfpWXGH GHVY FHOOXOHVY ERUGDQWHY QRXV DYRQV SURFy
pendant 48 heures mais sans succes.

11.L1.1.2. Culture invitro tif8'Zfe—e t1 "‘eet t1 —1""%

3RXU WHQWHU cifficE/iddahaitéonoQdie et de réaliser une cinétique
GT1DSSDULWLIR&EE rEdessbi€e de mettre en place la cultargitro a partir
GITH[SODQWYV MXVTXITDORUV LQGLVMEWRLEOH DX VHLQ GX OL

Les tubercules germés certifiés ont été obtenus auprésrdité Nord Plants de Pommes
de Terre, SIPRELes bourgeons sont découpés du tubercule puis stérilisés. Les explants ainsi
obtenussontensuitedéposés dans une boite de pétniun milieu de cultureyélosé(Figure
[11.3 -A). Apres une dizaine de jajrun important développement racinaire allant de 1,5 a
8 cm de longueur ainsi que des ébauches foliaires sur certains exganent étre observés
La croissanceJ DFLQDLUH GHV SODQWXOHV(FytreVIFHR)W SDV DYpUpt

$ILQ GIDVYVX WhihkiliteXdrstad@d ¥rSmatériel biologiquaes vitroplants ou
plantulesin vitro VRQW SUpSDUpV j SDUWahdJdes HibesrReSsw eobtehdntG 1D S
un milieu de culture faiblement gélogeu bout de 2a 3 semaineson obtient un vitroplante
3 Q ° X énviron(Figure 111.4 -A). La micropropagatioiiFigure 111.4 ) consiste a transférer et
repiquer les vitroplantdans des pots individuels contenant un terreau stérilisé au préalable
(Figure 111.4 -B). Au bout de 21 jours de culture, les jeunes plastidont repiquées a
nouveau dans des sgplus grands pour favoriser la croissadeda plante de pomme de terre
(Figure 111.4 -C).
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Figure Ill .5: DétachementdesBCdel&#RLIIH UDFLQDLUH GTXQH SODQWXO
A) et B) Observationen lumiére transmisde plantule issue de grain€) plantule issue

GH FXOWXUHMK) ef®I 8 BIGRQGHY DSUqV GpS{W GIXQH JRXWYV
UDFLQDLUH % VHFRQGHYV DSUQqV: d8lied WordanteseBr: JR X W W F

elongated Border CellssBC: small Bader Cells, CR: coiffe racinaire. Echellez00 pum

Figure Il .6: Différents morphotypes de cellules bordantes.

Coloration au rouge de ruthéniwdas pectines acideshsenationen lumiére transmise.

A) etB) Plantule issue de grain€) plantule issK H GH F X O W XA) et @QArgdrisatibnQ W

GHV %& DXWRXU GH OYDSH[ UDFLQDLUH % 2EVHUYDWLR
grossissementC) PrésenceGTXQ PXFLODJH HQW RaotED&E W raddede FH O O X C
ruthénium CR: coiffe racinaire eBC: elongated Border CellssBC: small BorderCells;

Echelle: Aet C(100 pm);B (50 pm)
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La micropropagation permet de vérifiendabilité de nos vitroplants au sdles vitroplants
LVV XV GY{H[S O DpaMeomite NbRIRPIA@sLdE Pommes de Test laSIPREseront
HQVXLWH XWLOLVpV SRXU OTHIWUDFWLRQ GHV H[VXGDWYV U

'H SDU OfKpWpURJIpQpLWp UDFLQDLUH Gebl dé greing®b X[ W\SF
GIfH[SODQWV LO QYD SDV pWp SRVVLEOH GH Updl@WwesVHU XQ
bordantes (BC) de pommes de terre. Néanmoins, les BC ont pu étre observées et

caractérisées.

[11.1.2. Etude des BCde plantules issues de graines ou de vitroplants

[11.1.2.1. Mise en évidence des cellules bordantes (BC)

La présence de cellules bordantes est rév8lddU OIDMRXW GITXQH JRXWWH
OYDSH[ UDFLQDLUH 7UqV UDSLGHPHQW DX FRQWDFW GH Of
tout autour de la coiffe racinair€i@ure 11l .5). Les cellules se détachent individuellement de
la coiffe racinairede la ponme de terrepour les deux types de plantul&ssemble de
cellules bien isolées les unes des autres, ellésententdes caractéristiques desllales

bordantes classiquegcrites chez le pois ou le soja (Hawesal, 2003; Caiet al, 201).

Deux morphotypes peuvent étre distingussur les plantules issues de graines ou issues
GH OD FXOW X ded p&ifell ¢8l@d3 @ohdaés au bout de la coiffe racinaire dénommeées
small border cells (sBC) et des cellules un peu plus allongéessspatities latérales de la
coiffe dénommées elongateborder cells (eBC)(Figure Ill. 5-C, Figure IIl.6). Ces
différences sont plus facilement observables apoésration au rouge de ruthéniufmigure
[11.6 ). Lespolyméres acides comme Ipsctines et donltes parois des BC se trouvent ainsi
fortement contrastés. Cetteganisatiordes BCen différents morphotypesdéja été observée

chez le poigCannesan et al., 2011).

Une importante couche de mucilage entourant les cellules borabkegestroplantsest
mise en évidencgrigure 11l .6-C). Le rouge de ruthénium étant un marqueur des polymeres
acides comme la pectine, on peut déduire alors la présence de pectines dans le mucilage
sécrété par les cellules bordantes, et la racine des plantules de pomme @sues de la
FXOWXUH GTH[SODQW

Une fois la viabilité des cellules bordantes de plantules issues de vitroplants vérifiée, leur

paroi a été caractérisée par immunocytochimie.
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Figure Il .7 : Viabilité des cellules bordante4BC) LVVXHV GIH[SODQW
A) Marquage des BC avec de la fluorescéine diacetate (FDA). La présence de fluorescence
verte indique la viabilité des cellules. B) Contréle négatif effectué sur une racine chauffée a

90°C pendant 10 minutes. Encar@bservation en lumiére transmise. Eche@ pm

Figure 11l .8: Caractérisation de la paroi cellulaire des cellules bordante¢BC) par

approche immunocytochimique
Immunodéte®WLRQ GHV FRPSRVpV SRO\WDFFKDULGLTXHV j OfDL

épitopes associés auX) arabinoglactaneprotéines (JIM13), auB) homogalacturonanes

(LM19), auxC) extensines (LM1) et auR) xyloglucanes (CCR@/1). Echelle: 50 um
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[11.1.2.2. Viabilité des cellules bordantes (BC)

La fluorescéine diacétate (FDA) est une sonde capable de pénétrer les cellules au travers
de leur membrane, et est souvent utilisée comme marqueur de la viabilité (Boyb et al., 2008).
Cette viabilité est mise en évidence par une fluorescence due a la dégradation de la molécule
par les estérases des cellules vivantes. Une incubation des datitdastes avec de la FDA
pPHW XQH IOXRUHVFHQFH DSUQqV XQH GL]DLQH GH PLQXWF
viabilité (Figure 1.7 ).

On remarque que chez la pomme de terre, tous les morphotypes de BC sont viables,
contrairement a ce qui a été oh@echez le pois ou seules les BC de petite taille restent

vivantes apres détachement de la racine (Canmgsdn2011).

[11.1.2.3. Analyse des polysaccharides pariétaux des BC

Les polysaccharides a la surface des BC jouent un réle crucial dans les interagtions a
les bactéries pathogenes de la rhizosphére ou avec les bactéries bénéfiques pour la plante
(Cannesaret al, 2012; NguemaOna et al, 2013; Plancotet al, 2013; Driouich et al,
2013).

Afin de caractériser la composition polysaccharidique de lai pi@s cellules bordantes
de pomme de terre, des immunomarquages indirects sont réalisés avec des anticorps dirigés
contre legpitopes associés alwGP qui sont reconnaipar le JIM 13 (Yatest al, 1996) les
homoglacturonanes faiblement méthgstérifies reconnus par le LM1%/érhertbruggeret
al., 2009) lesépitopes associés aextengnes reconnsi par le LM1 (Smallwooét al, 1995)
et enfin les xylofycanesreconnus pas le CCRE1 (Puhlmanret al, 1994). Le marquage
GHV $*3 VH IDLW G §jéen®dlalddrbeRe el B® ¢dntrairenant marquagedes
homogalacturonanes, des extensines et degxganes qui se fait de fagcon ponctiforme avec

la présence de microdomainé&sgure 111 .8).

/IHV FHOOXOHV ERUGDQWHYV GH SRP®HesGatadtistiged SUpV
classiquesAfin de mieux comprendrieur éventuel role dans la défense de la plaatesi
que pour compléter la caractérisation du systéme racinaire, différents élgmentnt
démontreteur implication dans la défense ont étédiés
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Figure 111.9 : Cinétique de production des (ROS)mise en évidence par la sonde

CMH ,CDFDA au niveau de la racine etdescellulesbordantes.

Cette cinétique est effectuée sur des plantules issues de graines de pomme testerre
plantules sontpOLFLWpHV DYHF PJ PO GYXQ pOLFLWHXRJ LVVX C
atrosepticum /fHQFDUW UHSUpVHQWH OYLPDJH GH OD UDFLQH RE
100um. RC: Root cap BC: cellules bordantes.

Figure Il .10: Contréle négatifde OD SURGXFWLRQ GHV HVSgFHV UpDFWL
sur des racines éliciteV DYHF GH OfHDX VWpULOH
Echelle: 100um. RC: Root cap BC : cellules bordantes.
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[11.2. Implication du systéme racinaire dans la défense de la pomme

de terre

[11.2.1. Production des especes "+ f ...—<" e TT1‘§>%0°ete

Dans un premier temps nous avons envisagé de déterminer si les BC de pomme de terre
VRQW FDSDEOHV GH SHUFHYRLU XQ pOLFLWHXU HW GYLQGX
production des especesactivesG TR [\J q Q H ¥ontsch@sies comme marqueur. Chez les
plantes, les ROS sont pro@{ WUqV UDSLGHPHQW ORUV GTXQ VWUHVYV

La mise en évidence des ROS est effectuée sur des plantules de pomme de terre issues de
graines. Lesracinessont élicitées avec une préparation dtigée deP. atrosepticuma
2PJ PO /YREVHUYDWLRQ GH OD IOXRUHVFHQpeHnide@GLTXDQV
OfXWLOLVDWLRQ GIYXQH REDAH IOXRUHVFHQWH OD &0+

$sSUqV FLQT PLQXWHV GYpOLFLWDWLRQ XQH TOXRUHVI
O fiérpité de la coiffe témoignant de la production de ROS. Cette fluorescence va
VILQWHQVLILHU SUR J prébvcdandeHROSQsVa \duakilitt jeOBL et de
OfDSH[ UDFLQDLUH DX ERX\WigBrg XIOH WUHQWDLQH GH PLQXW

Le controle négaLl GH OYH[SpPpULPHQWDWLRQ HVW HIIHFWXp V.
OfHDX VWhUHXOHWHQOD F I XK @H plOXRUWHNXBHQFH QTHVW DSS
minutes de traitement. Une faible intensité de fluorescence appaigitementsur les gaex
racinairesapres 25 minute§-igure 111.10). Cette production peut résulter de la manipulation
GH OD SODQWH RX GH OfHIIHW GLUHFW GX ODVHU GX PLFUF

Ainsi, ces résultats mettent en évidence que les BC des plantes de pernene dont
FDSDEOHVY GH SHUFHYRLU XQ pOLFLWHXU HW GTf\ UpSRQGU
réponse gnérale, ce qui laisse envisageff X WLOLVDWLRQ GTXQ DXWUH PDU
spécifique,en @dcurrence ficcumulation de callosécf. paragraphe Ill.3)ou encore la
S UpVHQ F ext@Gfdlulbire.
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Figure Il .11: ADNex dans le mucilage racinaire des plantulede pomme de terre par

coloration au Sytox Orange

/IHV SKRWRV $ % HW & UHSUpVHQWHQW GLIIgadi@WV PRL
mucilage de vitroplants de la pomme de terre

Echelle: 50 pm
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1.2.2. "tefe .t Ti 85— f ..daslessé¢rétians racinaires

/1$'1 H[WUDFHOOXODLUH $'1H[ D pWp GptRcRQ@&WlHp FRPP
formation du Root Ktracellular Trap (RET) etanticipe activement a la défense racinaire
(Wenet al, 2009; Driouich et al. $ OYKHXUH DFWXHOOH DXFXQH G
GDQV OD OLWWpUDWXUH VXU OD SUpVHQFH GY$'1H[ FKH] OC

Larecherchele cetADNex chez la pomme de terest effectué sur du mucilage collecté
autour de la coiffe racinaire et des cellules bordadd SODQWXOHV LVVXHV GH FX
$X ERXW GTXQH GL]DLQH GH PLQXWHYV Gdhtd€Qduntamuéld® Q DYH
facon spécifique les moléculeS 1 $ ', 1a fluorescence peut étre obsenEgure 111.11).
/I TREVHUYDWLRQ DX PLFURVFRSH FRQIRFDO j EDOD\DJH OD
est ensuite étalé met en évidence des strucfilaesenteusedluorescenteqexcitation du
Sytox Orange @r le laser a 543 nmpe par leur aspect et leur forme, ces structures sont
VHPEODEOHYV j FHOOHV SXEOLpHV SDU :HQ HW DO

extracellulaire.

Le mucilage racinaire des plantules de pomme de terre pourrait ainsi avoie werd
piege extracellulaire (RET) w&vis des pathogénes telluriques. En effiels exsudats
racinaires jouent un réle capital dans la régulation de la communauté de microorganismes
autour de la racine dans la rhizosphere (Durete&il, 2011; Carvalhas et al, 2015). Par
ailleurs, la coloration au rouge de ruthénium révele une importante couche de mucilage
HQWRXUDQW OHV %& HW OYDSH[ UDFLQDLUH GH OD SODQWI
composé, comme dans le cas des autres plantes &uddXVTXTDORUV GHV H[VXG

provenant principalement des BC et de la coiffe racinaire (Driouich et al., 2013).

Egalement, en 2006, Ya&t al. ont montré que les exsudats racinaires participent a la
virulence des bactéries pathogénes en favarisar attraction par chimiotactisme dans le cas

du pathosystémR. solanacearum Lycopersicon Solanum

$ILQ GH GpWHUPLQHU O9YLP SO LskH® W hdrn@e @eHterreHdaviXiesD WV U
interactions avec les pathogénes, un test de chimiotactisisanitP. atrosepticuncomme

pathogene modele a été mis en place.
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Figure 11l .12: Dispositif expérimental pour la mise en évidence du chimiactisme des
exsudats racinairsde pomme de terre sutP. atrosepticum
Les puits C1 et C2 permettent le dép@s composés a tester et le puits B, le dépbt des

bactéries une heure aprées le dép6t des composés C1 et C2.

Figure I11.13 : Mise en évidence du chimitactisme des exsudats racinaigede pomme de

terre sur P. atrosepticum

A) Un développement bacién observé dans le puits (E) correspondant as poiittenant les

exsudats racinaires de pomme de terre aprés une incubation de trois jours a 25°C. Aucun
GpYHORSSHPHQW EDFWpULHQs @)TddmélanR d&eVidd tétrvagyct®. @Y OH S
Contréle nédWLI GH OfH[SPULPHQWDWLRQ VXU OHTXHO DXFXQ C
GDQV OHV SXLWV DYHF GpS{W GYTHDX yusiritial @ddépddV EDFWp L
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[11.2.3. Chimiotactisme des exsudats racinaires de pomme de terre vis-a-

vis de P. atrosepticum

Le dispositif expérimental utilisé est représenté surFigure 111.12. Trois puits
PTXLGLVWDQWY VRQW GpFRXSpV GLU hehiitéd Rie @aviL&&DQV OH
Composes a testspnt ensuite déposéans legdeuxpuits de chaque extrémdé opposedCl
et C2. Apres environ 1h a 25°C, les composés auront difflass la gélose autodu puits.

Une suspension bactérienne est ensuite déposée dautsleentral (B). Apresincubation
pendant 72 heures a 25°C, les boites sont obsetyaakimiotactisme positif se traduira par
le mouvement des bactéries du coté des produits C1 ou C2. Quant au chimiotactisme négatif,

il se traduit par le stationnement des bactéries dgnstiede dépot (B).

Ce dispositif est utilisé comme suien C1, déegW GH WpWUDF\FOLQH 7 RX
(Contréle), en C2 dépbt des exsudats racinaires de vitrofgkantse 111.13). Aprésdépot
des bactéries dans le puits BetMRXUV G{LQFXEDWLR @pemeqt ha@t&SienU WD QW
dans lepuitsE (Exsudat)est olservé 3 DU FRQWUH DXFXQ GpYHORSSHPHQW
dans lepuits T (Tétracycline)(Figure 111.13-A). Le développement des bactéries dans le
FRPSDUWLPHQW ( WpPRLJQH DLQVLP.Gffosépti¢udoRterirévV D FW LV
dans lepuits (B) vers lepuits(E). Uncontrole Q pJDWLI HVW HIIHFWXp HQ GpSRYV
dans les deux puits autour quits de dép6t de bactédeDans ces conditions, aucun
PRXYHPHQW FKLPLRWDFWLTXH QTHVW REVHUYpuitdié OHV ELC
dépdt(Figure 111.13 -B).

/1R EW HIQassLré&s@tatsous a conduid analyser la compositian monosacchadies
des exsudats racinaires de pomme de terre afin de pouvoir déterminer le composé responsable
de ce effet chimiotactique. Nous avons égale@®/ FKHUFKp j GpWHUPLQHU C
exsudats sur le développement de la phytobactriatrosepticum /fHQVHPEOH GH F
résultatest présentd/ R XV | R U Pakscentibquaars @ partie suivante
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[11.3. Caractérisation du mucilage de la racine de pomme de terre et

effet sur la croissance de Pectobacterium atrosepticum

La pomme de terréSplanum tuberosuyrestla premiere culture non céréaliére produite
dans le monde et quatrieme derriére la culture du mais, du blé et du riz avec une production
mondialeannuelle de374 millions de tonnesNéanmoinsla pomme de terre est une plante
sensible, surtout au pathogénes telluriqgues qui sont respan$all® TXH DQQpH GYLPSR!
pertes économique (Axel al, 2012).Parmi les pathogéenes telluriguasteurs mgurs de la
limitation de la production agricole chez la pomme de temegeut citer la bactériRalstonia
solanacearum responsable de la pourriture brune (Geatnal, 2010), Pectobacterium
atrosepticum responsable de la maladie de la jambe noireo(lraet al., 2008) ou
Phytophtora infestansresponsable du mildiou (Héliat al, 2008). $ FH MRXU LO QYH]

auain traitement efficaceontre cepathogenesen dehos des mesures prophylactiques.

Au cours decette étude, nousvons mis en évidencesleellules bordantes aacinede
pomme de terreFH TXL QIDYDLW MDPDLV pWp PRQWUp MXVTXYLC
cellules a été réalisée, notammeatfalyse polysaccharidique de leur paroi, leur viabiété,
leur capacité a percevoir un pathogéwu un éliciteurAinsi, la perception par les cellules
bordantes G | X QitguiOHaEtérien dérivant de la bactéRe atrosepticumdéclencheune

réponse immunitairau niveau deracines

Les cellules bordantes et la racine constituent les principanxegt producteus de
mucilage (Moodyet al, 1988; Vicréet al, 2005; Maet al, 2010).La caractérisation des
exsudats racinaisade la plante de pomme de teeeOIDQDO\VH GH OHXU HIIHW V.
de la bactérieP. atrosepticumont été réalisésLa croissance d@. atrosepticumV {DYqUH

stimulée dans umilieu enrichi avec des exsudats racinaires de pomme de terre.

/I fTHQVHPEOH GH FHV UpVX@MDYWRXVRQIW & pQ& HIDWR/S ISHO HF V |
of Experimental Botany. Les commentaires desl WLHZHUV DLQVL TXH Ofl
VXSSOpPHQWDLUH UpDOLVpH DYDQW OD FRUUHFWLRQ GH O
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[11.3.1. Article 1, soumis a Journal of Experimental Botany

Root mucilage ofSolanum tuberosunis enriched in galactose and impacts the growth of

Pectobacteriumatrosepticum

Abdoul Salam Koroney, Carole Plassonn Ramatou Sidikou, Laurence MenuBouaouiche,

Azeddine Driouichand Maité Vicré-Gibouin

Running title: Galactosecontaining root mucilage of potato affects the growth of

P. atrosepticum
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Abstract

Potato Solanum tuberosumis an important food crop grown worldwide. It is
however significantly sensitive to various sbdrne pathogens thaffect roots and

tubers causing considerable economic losses. So far, most of the research on potato is
dedicated to tubers and, hence, little attention has been paid to root structure and
function. In the present study, we have investigated the morpholfogot tip, the
composition of the secreted mucilage and its effect on bacterial growth using
biochemical and microscopical techniques. Our major findings are i) root mucilage is
highly enriched in galactossontaining molecules including arabinogalaeta
proteins as major components, ii) treatment of the root with an elicitor derived from
Pectobacterium atregticum a soitborne pathogen, alters the composition of the
mucilage and arabinogalactan proteins and iii) the growth of the bacterium in vitro is
differently affected by exudates from elicited and +tinited roots (i.e., inhibition
YHUVXV VWLPXODWLRQ ,Q DGGLW L RDgludtsyl yddiw P HQ W
suggests that arabinogalactan proteins might be involved in controlling bacterial
growth. Taken together these findings indicate that galacios&ining polymers of

potato root mucilage play a central role in the tmitrobe interactions.

Key words: Arabinogalactan proteins, border cells, galactomataining polymers,
mucilage,Pecbbacterium atrosepticupmoot exudatessolanum tuberosum
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Introduction

Potato Solanum tuberosunbelongs to the Solanaceae family that comprises more
than two thousands species including economically important crops such as tomato
(Solanum lycoersicon and tobaccoNicotiana tdbaccum) Potato is cultivated for

its tubers and represents the third main food crop in the world afterOmyea
sativg and wheat Triticum aestivurnin terms of both cultivated surfaces and total
crop production (Douweset al, 1996). The worldwide crop production exceeds 320
million tons representing human consumption for more than a billion people across
South America, Europe, Africa and Asia (Haverkort, 1990). Potato is considered as a
promising crop to combat steation worldwide and its cultivation is highly promoted

by the United Nations (Diall@t al, 2011). Unfortunately, potato is subjected to
many devastating diseases caused by-kswihe pathogens responsible for
considerable economic losses. For instarthe, Pectobacterium species that is
widely known under the name &frwinia carotovora,constitutes a major threat for
potato plants. Pectobacterium atrosepticun{formerly E. carotovora subsp.
atroseptica is a pathogen causing the soft rot disease in fielth conditions and
during tuber conservation (Latoet al, 2008; Yaganzat al, 2014).P. atrosepticum

is responsible for primary infections facilitating subsequent attacks by other
pathogens such as Dickeya genera leading to the blackleg diseasdemsbft rot
(Pérombelon and Kelman, 1980; Priou and Jouan, 1996; Pérombelon, 2002). There is
currently no effective method available to control the disease causeB. by
atrosepticum No chemical agents are efficient against these pathogens and cultural
practices and storage conditions are insufficient to avoid the spreading of the disease
(Priou and Jouan, 1996; Yagaretaal, 2014).

Previous research has shown that potato rhizosphere is enriched in plant growth
promoting rhizobacteria and mycorrhiZahgi that have a very good potential to be
used as biocontrol agents (Dia#dbal, 2011). However, although a large number of
studies have focused on tuber tissue infection, the role of root cells in the interaction
with microbes remains unexplored so {Hornet al, 2014). In order to develop new
strategies for potato protection against root diseases it is necessary to gain a better
knowledge on the mechanisms controlling potato root interaction with

microorganisms and the response of root cells tioggeen attacks.
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The root system plays an important role in shapinglsmihe microbes communities

by secreting a wide range of compounds that stimulate and/or inhibit microorganism
proliferation thereby contributing to maintain the whole plant health &\l Van

Etten, 2004; Berendseat al, 2012). It is now recognized that mechanisms involved

in plant defense responses are orgpecific (Balmeret al, 2013). Although less

well studied, a higher defensive state seems to occur in roots as compared to
aboveground organs of the plants (Attatlal, 2010; Milletet al, 2010; Balmeet

al., 2013). In addition the root immune response seems to vary between different root
tissues (Milletet al, 2010; Cannesaet al, 2011, 2012). Several studies have shown
that root caps display enhanced local resistance to pathogen attacks as compared to
the elongation zone that is often described as the primary site of infection
(Gunawardena and Hawes, 2002; Gunawaretred, 2005; Cannesaet al, 2011).

The root tip potection against abiotic and biotic stress has been shown to be due to
the activity of border cells in many species including g&iaum sativumsoy bean
(Glycine max or rice Qryza sativa) (Gunawardena and Hawes, 2002; Cannesan

al., 2011; Caiet al, 2013). Root border cells are known to originate from the root
cap meristem and to detach individually and be released within the external
environment (Hawegt al, 2003, 2012). All plant species produce populations of
border cells that vary in numberhape, size and activity (Hawext al, 2003;
Driouich et al, 2007, Driouichet al, 2012; Endcet al, 2011; Plancoét al, 2013).

Border cells synthesize and secrete a large variety of substances, among which many
defenserelated molecules that contrileuto root protection (Weat al, 2007, 2009;
Cannesaret al, 2011; Plancogt al, 2013; Driouichet al, 2013). These molecules

also contribute to the composition of the mucilage that often encloses border cells
and influences microbial dynamic and &itti within the rhizosphere.

The root exudation varies between species and depends on plant development and
external factors. The root exudates composition comprise low molecular weight
compounds such as amino acids, organic acids, phenolics and higlulawoleeight
compounds including mucilage and proteins (Walkeal, 2003; Liuet al, 2014).

The mucilaginous material is enriched in carbohydrates with the presence of
galactose, glucose, arabinose, fucose and xylose residues. Small amounts of
galactuonic acids and glucuronic acids are also present in some species such as pea
or wheat (Kneeet al, 2001). Based on the glycosidic linkage patterns established

from mucilage of different plants, it appears that polysaccharides are highly diverse
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and oftenunique within a plant species. Moreover the nature of the polysaccharides
and other glycaitontaining molecules of root mucilage play a major role in
mediating rooimicrobes interactions (Hinch and Clarke, 1980; Irving and Grant,
1984; Rayet al, 1988; Canesaret al, 2012, Nguem#®naet al, 2013). Although

the presence of hydroxyproline has been reported to be minor component in maize
and cress mucilage (R&y al, 1988), glycoproteins such as arabinogalactan proteins
(AGP) that belong to hydroxyprokrich glycoproteins (HRGP) have been found to
occur in root secretions of many plant species such pea, ArabidopBimssica
napus(Kneeet al, 2001; Duranet al, 2009; Cannesagt al, 2012).

In this paper, we present the first study that charaerborder cells and exudates
from root tips ofS. tuberosumsing a combination of microscopical and biochemical
techniques. Our data demonstrate that root mucilage contains unusual high amounts
of galactose residues suggesting that galactan contginiyigers such as AGP are
major components. In addition, we show that the composition of AGP is altered in
response to elicitors derived from the pathogenic bactefiuatrosepticumEinally,

root exudates from elicitepglants and AGP are shown to interfevégh the growth

and proliferation of the bacterium.
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Materials and methods

Plant material

Tubers and vitroplants of potat8.(tuberosungv. Desiree) were kindly provided by

the Comité Nord Plants de Pommes de Terre, SIPRE, Achicourt, France.

Potato germs on potato tubers were cut and surface sterilized in 70% ethanol and in
sodium hypochloritediluted 1/3 (v/v). They were then sown onto Murashige and
Skoog medium containing 3.5% (w/v) Bacto Agar supplemented with 3% (w/v)
sucrose (Durandet al., 2009). Plants were grown in culture chamber under
continuous light (120 mE ths* 21°C) for 18 hours at 24°C and 6 hours for 18°C. To
avoid the roots penetrating the agar and the subsequent loss of border cells, plants
were grown in vertically orieed petri dishes. Microscopical observations of root
tips were made on ten dayd seedlings. Root exudates were collected by growing
potato vitroplant in 5 ml of culture media without Bacto Agar in test tubes. After
three days, vitroplants were washed €thtimes) in deionized water and transferred
into 5 ml of sterile water for three days to collect root exudates (adapted from
Chaparroet al, 2013). Exudates were centrifuged (25009 for 5 min) to remove cell

debris and border cells before use.

Histochenical staining and light microscopy

Roots were mounted on microscope slides in a drop of water for observations using
brightfield microscopy. Ruthenium red dye (Sigma) was used at 0.05% (w/v) in
deionized water for 15 min. Roots were carefully washed iondeed water and
observed using a brigiield microscope (Duran@t al, 2009). For viability test,
staining with 5 mM calce#®AM (Sigma) was performed as described in Vietél
(2005). Briefly, roots and root border cells were stained for 1 howsfutlgrwashed

in deionizedwater and observed using a microscope equipped with UV fluorescence
(excitation filter, 490 nm; emission filter, 520 nm). Images were acquired with a
Leica DCF 300FX camera.
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179 Staining of callose was performed using aniline bluéegn@@Aldrich) at a
180 concentration of 1 mg.rilas described in Plancet al, (2013).

181
182  Immunofluorescence localization of cell wall polysaccharides epitopes

183 The monoclonal antibodies specific for cell wall polysaccharides used in this study
184 are JIM13 (Yatset al, 1996), LM1 (Smallwooet al, 1995) and LMZSmallwood

185 et al, 1996). Roots from 2@-old germs were fixed for 60 min in 1%

186 glutaraldehyde, 4% paraformaldehyde in 50 mM PIPES, and 1 mM CacCl2, pH 7, and
187 immunolabeled according to Willa&t al (2001). Roots were washed in phosphate
188 buffered saline (PBS) containing 1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) and then
189 incubated overnight in JIM13 (1:50), LM1 (1:50) and LM2 (1:50), diluted inPBS
190 1% BSA containing 1:30 normal goat serum, as described psdyiby Vicréet al

191 (2005). Roots were carefully washed and incubated withrantigG (dilution,

192  1:5000) coupled to fluorescein isothiocyanate (Sigma). After washing ir1PBS

193 BSA, roots were mounted in antifading agent (Citifluor; Agar Scientific) and
194 examined using laser confocal microscope. Control experiments, in which the

195 primary antiserum was omitted, were performed as described in P&ratof2013).
196
197 Analysis of monosaccharide composition of root exudates

198 The sugar composition of root exudateas determined by gas chromatography of
199 trimethylsilyl methylglycoside derivatives according to Yatkal (1985) and using

200 inositol as an internal standard. Briefly, samples were hydrolyzed in 2M
201 trifluoroacetic acid for 2 h at 110°C and then heatedrin1M HCI in methanol at

202 80°C for 24 h for methanolysis. After evaporation of the methanol, the methyl
203 glycosides were then converted into their trimethylsilyl derivatives by heating the
204 samples for 30 min at 80°C in hexamethyl disilizane: trimethyl okltame: pyridine

205 (3:1:9). After evaporation of the reagent, the samples were suspended in cyclohexane
206 before being injected on a BB column (Supelco) as described previously by
207 NguemaOnaet al (2006). Temperature program optimized for separation of the
208 most common cell wall monosaccharides (Ara, Fuc, Gal, GalA, Glc, GIcA, Man,
209 Rha, Xyl) was used. Chromatographic data were integrated with GC Star
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Workstation software (Varian), each surface being corrected according to its
response factor.

Methylation Inkage analysis of S. tuberosum root exudates

S. tuberosummoot exudatesvere methylated by the NaOH method of Ciucanu and
Kerek (1984) (see also Nguer@maet al 2012). Freezdried fractions (422 mg)

were solubilized in 500 pl of DMSO, stirred overnigimtd sonicated prior to the start

of methylation. Two to three NaOH pellets were ground and two tiny spatulas were
added to a borosilicated glatest tube, and the contents vigorously mixed. Two 25

pl portions of methyl iodide were added 20 min apart;olo#éd after 20 min by a
third addition of 50 ul and the mixture was stirred for 2 hours. The reaction mixture
was quenched with 1 ml 100 mg:hfreshly prepared sodium thiosulfate. One ml of
dichloromethane was immediately added to the test tube and walpnmixed to

form an emulsion. After a brief centrifugation (30 s at 5000rpm), the upper agueous
phase was removed and the lower phase washed three times with water before drying
under a stream of nitrogen. This first methylation step was repeated dmee. T
methylated polysaccharides obtained were hydrolyzed at 110°C for 90 min in 0.5 ml
of 2M trifluoroacetic acid and the hydrolyzed samples were dried under airflow, re
suspended in 100 pl of prop&nol before redrying. The partially methylated
monosacchades were dissolved in 100 pl of 1M NBH and 500 pl of 20 mg.ri
NaBD, in DMSO were added to the mixture. This reduction reaction was performed
overnight at room temperature. Excess reductant was destroyed with 100 pl of
glacial acetic acid. 100 ul of-thethyl imidazole and 0.5 ml of acetic anhydride were
successively added to the mixture. Acetylation of the partially methylated alditols
was performed at room temperature for 15 min. Unreacted anhydride was destroyed
with 1.5 ml of HO, and the partiallynethylated alditol acetate (PMAA) derivatives
were partitioned into 1 ml of dichloromethane, washed five times with water, and
dried. Finally, the partially methylated alditol acetates derivatives were dissolved in
200 pl dichloromethane. Derivatives werthen injected in a GEI mass
spectrometer composed of a Hewle#ickard 6890 series gas chromatograph
coupled with an Autospec mass spectrometer of EBE geometry (Micromass,

Manchester, UK) equipped with an Opus 3.1 data system. Chromatographic
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separationsvere obtained using a Zebron-E&i (30 m, 0.25 mm id, 0.25 mm film
thickness, Phenomenex) capillary column. Helium was the carrier gas and the flow
rate was 0.8 ml.mihThe temperature programming started at 100°C for 1 min,
ramped to 160°C at 10°C minthen to 220°C at 2°C mithand finally to 270°C at
15°C min® (maintained at 270°C for 1 min). The temperature of the injector, the
interface and the lines was 250°C. Injections of 0.5 ul of samples were performed in
split less modeldentification of he PMAA derivatives and deduction of their

glycosidic linkages was achieved using a combination of reference data available

publicly at (http://www.ccrc.uqa.edu/specdb/ms/pmaa/pframe?htmatnd from
published PMAA spectra (Carpita and Shea, 1989).

Immunoblots and electrophoresis

Root exudates from 15 plants were collected. For-BBG&E analysis, total proteins
were separated on 8% polyacrylamide minigels {B&l) and blotted as described
previously (Willats and Knox, 1996). For blot detection of arabinogalactan proteins
and extensin epitopes, 15 ug of root exudates proteins were blotted on nitrocellulose
membranes (Whatman; prah BA 83 nitrocellulose, 0.2 mm) and were blocked in
Tris-buffered saline (TBS; 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5) containing 1%
Tween 20 (TBST). Exudates were incubated with primary antibody (1:25) in TBST
for 2 h. After four washes with TBS (8 minutes per wash), blots were incubated for 2
h with antirat IgG peroxidae conjugate (Sigma) diluted 1:5000 in TBST containing.
After four washes with TBST followed by one wash with TBS, enzyme activity was
visualized with 30% hydrogen peroxide (diluted in TBS) and methanol 4

chloronaphthol horseradish peroxidase color reagent

Dot blot analysis of root exudates were performed with PR 648 Slot Blot Manifold
48-well of GE HEALTHCARE. 100 pl of root exudates are blotted on nitrocellulose
membranes (Whatman; protan BA 83 nitrocellulose, 0.2 mm). After blocking i Tris
buffered sbne (TBS; 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5) containing 1% Tween 20
(TBST), the rest of the experiment is done as described previously. The primary
antibodies used are JIM13, JIM7, LM2, LM1, LM6, LM5 and INFRAJ1. All the
antibodies were obtained from PldPtobes except the INRRUL kindly provided

by F. Guillon (INRA, UR1268, France).
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For the radial diffusion assay, 1% (w/v) agarose gel containing 0.15M NacCl, 0.02%
(w/v) NaNQs, and 10 pug.mt R |-GIcY reagent was prepared according to van Holst
and Clarkg(1986). The wells were filled with root exudates and incubated overnight
at room temperature. Gum arabic from acacia (Fisher Scientific) was used as a
standard. Determination of AGP quantity was performed as described by van Holst
and Clarke, (1986).

In vitro infection of S. tuberosum root with P. atrosepticum

P. atrosepticunwas cultured in a minimum PGA media (16.266 g gflRO,, 0.899

g KH,PQ,, 1.2 g of (NH),SO, and 4g of Polygalacturonic acid (PGA, P0853,
Sigma) for one liter of mediuras previouslhydescribed by Smadgt al (2004a, b).

After being autoclaved (20 minutes at 120 °C), the media was completed with 0.818
g.I" MgSQ,-6H20 and 0.075 g'l of CaCl2. Infection assay was performed by
deposition of 50 pl of a bacterial solution (15.X0FU.m™) onto root apex of.
tuberosum After 5 days of infection, bacteria viability was assayed by adding one
drop of the LIVE/DEAD Baclight Bacterial Viability kit (Molecular Probes) at the
location of the infection following the instruction provided by ttnanufacturer.
Observations were then made with a confocal laser microscope at PRIMACEN
imaging platform. Control experiments were carried out by using sterile water

instead of bacterial suspension.

Treatment with exudates and determination of bactepidnies

Root exudates were collected from 25 plants and were diluted (1:5) in PGA medium
supplemented with 15% Bactoagar for a final volume of 20 ml per petri dish.
Bacterial suspension #&. atrosepticunwas concentrated by centrifugation (3500x

g, 10 nin) and the concentration adjusted to 30.TFU.mI*. 100 pl of the
suspension was deposited in a medtontaining petri dish preincubated with either
water (control) or root exudates collected either from elicited oreaticited roots.

Petri dishes wer subsequently incubated for 72 hours at 25°C, and finally, bacterial
colonies were counted and their number determined. For AGP binding experiments,

root exudates were piecubated overnight with 5 pg.fl -D-glucosyl Yariv
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reagent before use. All expaents were performed in triplicate and independently
replicated three times. The elicitor preparation derived fRanatrosepticumwas
kindly given by Dr. F. Val (INRA Rennes, France) and used at concentrations of 1 to

3 mg.mi* (F. Val, personal commuration).

Statistical analyses

Statistical significance was calculated by using-ivay ANOVA and the Tukey

test. Differences at P < 0.05 were considered to be significant.
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315 Results
316 Characteristics of root border cells from S. tuberosum

317 So far, the root @hitecture ofS. tuberosunimas never been investigated. Here, the

318 morphology and detachment pattern of root border cells were examined in-10 day

319 old seedlings of. tuberosumStaining of root tips with ruthenium red, a dye used

320 for visualizing acidic polimers revealed the presence of thick mucilage surrounding

321 root tip and in which border cells are embedded (Fig. 1A). Two subpopulations of

322 morphologically distinct border cells were released from the root tip. Small/rounded

323 border cells that are frequenttycated at close vicinity of the root cap and elongated

324 FHOOV SUHVHQW ORFDWHG DORQJ WKH HORQJDWLRQ
325 % RUGHU &HOOV™ V%& DQG (*HORQJDWHG ERUGHU FHC
326 C). Interestingly, large granular sttures were clearly seen within the cytoplasm of

327  both cell subpopulations (Fig. 1C). These structures were shown to contain starch as

328 revealed by lugol staining and are most likely to be starch granules (Supplementary

329 Fig. S1). These granules, in such yéganumber and size, have never been seen in

330 border cells of any other species studied so far including pea, wheat, flax or

331 thaliana Finally, staining with the vital dye calcein acetoxymethyl ester (calcein

332 AM) demonstrated that both populations of denr cells remain viable after their

333 detachment and separation from the root tip (Fig. 1D).
334
335 Characterization of root mucilage from S. tuberosum.

336 As shown in Fig. 1A, an important halo of mucilage was found surrounding the root
337 tip and border cells. The umilage was collected and the monosaccharide
338 composition analyzed using gaz chromatography. As shown in Fig. 2, galactose was
339 the most abundant sugar residue found in the mucilage accounting for 82 Po.

340 This suggests that galactan or arabinogalagtateins are major components of root

341 exudates fron®. tuberosumGlucuronic acid (GIcA) represented 22.9.1 % of the

342 total sugar whereas only very small amounts of galacturonic acid (GalA) and neutral
343 sugars, arabinose (Ara) rhamnose (Rha), xylose )(Xylannose (Man) were

344 detected. In contrast, fucose (Fuc) could not be detected. Although less abundant,

345 monosaccharides such as rhamnose (Rha), galactose (Gal) and GalA suggest the
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346  presence of pectins in root exudates. Therefore, to gain additional atfonnon the

347 occurrence of pectins in the exudates immunduioding assay was performed with

348 the mAbs LM19 and JIM7 both specific for homogalacturonan (HG) epitopes, and
349 the mAb INRARul and LM5 specific for epitopes associated with
350 rhamnogalacturonan RG-1). All epitopes carried by HG and RGwvere detected in

351 the mucilage consistent with the monosaccharides composition and confirming the
352 presence of pectins (Table 1). Therefore; RG- R Q W B1L4AQyhklgcian side chains

353 and HG seem to be present ime tmucilage secreted by root tip and border cells of

354  potato.

355 To check for the presence of AGP, immdotassay using the mAbs LM2 and

356 JIM13 specific for AGP epitopes were also performed on the same root exudates.
357 The data revealed that both epitopes wargeqgstrongly detected suggesting that

358 AGP are abundantly present in the secreted mucilage. Furthermore, we performed
359 linkage analysis using methanolysis to characterize the linkage nature of Gal residues
360 found in the mucilage. The resMt VKR Z -WBK@2MW -1,6 Gal D Q 6,6 Gal

361 residues are predominant supporting the presence of AGP as major components of
362 the mucilage (Table 2). Finally, along with AGP, extermssociated epitopes,

363 recognized by the mAb LM1, were also detectetheexudates.

364 At a tissue level, immunofluorescence performed on root tips showed that AGP
365 epitopes recognized by LM2 and JIM13 mAbs were abundant at the cell surface of
366 root border cells as well as in the secreted mucilage (Fig. 3A and B). Control
367 expermments performed by omitting the primary antibodies LM2 and JIM13 did not
368 show any fluorescent staining (data not shown). We also investigated the occurrence
369 of extensin, another class of hydroxypralioh glycoproteins like AGP. LMl

370 recognized epitopesexe found to occur at the cell surface of root border cells as

371 well as in the mucilage (Fig. 3C, Table 1).
372
373 Effect of bacterial elicitation on the monosaccharide composition of the mucilage

374 We investigated the composition of the mucilage when root tips tmeated with an
375 elicitor fraction prepared from the sdibrne pathogeR. atrosepticun{Kroneret al

376 2011). To ascertain that the bactedatived elicitor induces a defense response in
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root, we first examined deposition of callose, a marker of defeumsing aniline blue
staining and microscopy. The data show that patterns of callose deposition are
observed in root tip and border cells upon elicitation with the elicitor even at a
concentration of 1 mg.il (supplementary Fig. S2). We then investigatiie
monosaccharide composition of mucilage after elicitation (3td=mtment) of root

using three concentrations of elicitors (1, 2 and 3 mY.nAl significant increase of

Man residues was revealed in elicited samples as compared-tdicited contols

(Fig. 2). However, control analysis showed tRatatrosepticunelicitor preparation
contained significant amount of Man (data not shown) indicating that Man was not
part of the plant response. A significant increase in Ara and Rha residues also
occured in response to elicitor treatment. Both monosaccharides were absent from
theP. atrosepticunpreparation (data not shown) suggesting that their increase is part
of the root tip response to elicitors. In contrast to Ara and Rha, a decrease in Gal and
GlIcA residues was observed in the presence of the elicitor as compared to controls
(Fig. 2). As a consequence, exudates from elicited plant exhibited a much higher
Ara/Gal ratio (from 1:10 to 1:8 depending on the concentration of elicitors) than that
found inthe exudates ofon-elicited roots (1:50). Such a change in sugar content
could be related to modifications in AGP composition. Therefore, the quantity of
$*3 LQ URRW H[XGDWHV ZDV HVWLPDWdlcosEl\Y&WiDGLDO J
staining (Fig. 4). Red spots aralicative of the presence of AGP, the quantity being
FRUUHODWHG WR WKH -GigibdesyMyHrly sRining kekiealéd DR
presence of AGP in root exudates from control and elicited samples. It also revealed
an increase in AGP content after gbc treatment, especially at a concentration of 2
mg.mi*. As a consequence only the two concentrations of elicitors (1 and 2 Hg.ml

were kept for further characterization of AGP.

To analyze further the impact of elicitation on AGP composition, exadatre
separated by SDBAGE, blotted and probed with the aAGP mAbs, JIM13,
JIM15 and LM2. The data revealed that JIM13 bound to a smear of material of
molecular weight comprised between-B30 kDa in control as well as in elicited
samples (Fig. 5A).n the case of LM2, a band of ~34 kDa, not seen in control
samples strongly reacted with the antibody in elicited samples (Fig. 5B), . The
intensity of the signal was more pronounced at a concentration of 1 tngfml

elicitor than at 2 mg.rfl. Anti-JIM15 showed a weak signal in naticited plants
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revealing two bands faintly stained at 28 and 34 kDa (Fig. 5C). In elicited samples,
the JIM15 antibody reacted very strongly with two bands at 25 and 40 kDa, not
detected in control samples, for respectively ad a2 mg.mf of elicitor

concentration. This further supports that AGP composition/structure is modified in

exudates from elicited roots.

However one should not rule out the possibility that differences in monosaccharide
composition observed in elicited sples, could also arise from modifications in
extensin composition (Fig. 5D). Western blotting using theextgnsin mAb JIM11

did not reveal any significant difference between samples fromehated and
elicited roots and detected the presence ohe@as ranging between 28 and 130 kDa
(data not shown). In contrast, a major band ranging between 20 and 34 kDa strongly
reacted with the mAb LM1 in exudates from plants treated with the elicitor at 1
mg.mi* as compared to other conditions (Fig. 5D). Theeamwas very weakly

detected in 2 mg.rfilelicited samples.

Effect of root exudates on the growth of P. atrosepticum

While P. atrosepticunis known to infect potato tubers causing tuber blight diseases,
the root colonization and infection remain poortydied. Here, we assessed the
effect of root exudates dp. atrosepticungrowthin vitro. First, we checked whether

the bacteria bind to roots when these were inoculated with a solutidd. of
atrosepticumat a concentration of 15.1@FU.mI*. As shown irFig. 6, the bacteria
were clearly seen over the surface of the root tip, border cells and exudates (Fig. 6).
We then monitored bacterial growth over 3 days by measuring the number of
colonies (colony forming unit CFU) formed in the presence of a standawdig
medium or a medium supplemented with root exudates (Fig. 7). Compared to
bacteria cultured in the standard medium, the numbét. @ftrosepticuntolonies
formed in the presence of the exudatestaining medium increased significantly.

To check wheter AGP present in root exudates could affect bacterial growth,
exudates were incubated overnight with 5 pg-miD-glucosyl Yariv reagent prior
WR EDFWHU L D-Degluto®gyILY@rv isf&ndagent that binds and precipitates
AGP thus interfering with their function (Yariet al, 1967; Sardaet al, 2006;
Kitazawa et al, 2013; Marzecet al, 2014). Interestigly, when exudates were
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L Q F X E D W-B-@luddsywW¥éariv reagent, the number of colonies formed decreased
to the same level as that reached with a standard medium without exudates. This
V XJJIHV WAD-giddsyMYariv bound AGP are somehow involved ihe
stimulation of bacterial growth observed in the presence of root exudates. AGP or
their carbohydrates could function either as signaling molecules promoting growth or
as a sugacontaining nutrient source used by the bacteria to proliferate.

Finally, we tested the effect of different media supplemented with exudates collected

from elicitor-treated plants on bacterial growth. Under these conditions growth rates

of bacteria were significantly reduced when compared to those of bacteria grown in a
medium cataining exudates from neol OLFLWHG S OD Q W\Wluco$yG GLW LR (
Yariv reagent to exudates from elicited plants did not affect the growtR. of

atrosepticunbacteria.
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Discussion

In a context of eveincreasing human population and water stgetgotato crop is
essential to the food security of hundreds of millions of people worldwide. Potato
diseases such as common scab, tuber soft rot or powdery scab causeebsneoil
pathogens remain a major threat affecting tuber quality and yield (@bhelreg al.,

2014). So far, most of the studies carried Santuberosundeal with infection of
tubers, the root system being completely unexplored. Considering the importance of
root border cells and their exudates in shaping the soil microflora it ietsestial

to acquire knowledge on potato root system and its function in plant defense against
pathogens. A deep understanding of the cellular and molecular mechanisms
controlling interactions between roots, exudates and microorganisms can help

improvingprotection during tuber formation and growth within the rhizosphere.

The present study is one of the first reports to characterize potato root tip, border
cells and exudates. Root tips $f tuberosumeleased individual cells characteristic

RI WKHLHFBODVVRRW ERUGHU FHOOV HPEHGGHG LQ Wtk
described in pea (Haweet al, 2003). Based on their morphology, two
subpopulations of root border cells, namely small and elongated border cells, were
easily distinguishable. In pea, && subpopulations of border cells were previously
identified corresponding to small, intermediate and elongated border cells. However
in pea, only small and intermediate border cells were found to be living cells capable
of developing defense responsesiasjgpathogens (Cannesanal, 2011). In potato,
elongated border cells were also stained with calddnindicating that, unlike in

pea, both subpopulations are viable cells that might function in root defense. Also
unlike in pea, potato border cells mefound to be highly enriched in large starch
granules, a feature not observed in any other species so far. Starch is known to serve
as an energy reserve for the cells and it is likely to play an important role in the

survival of potato root border celigter their release within the rhizosphere.

Our data also show the occurrence of thick mucilage that surrounds border cells. In
plants, root mucilage is mainly produced and secreted by the root cap and border
cells (Moodyet al, 1988; Vicréet al, 2005;Ma et al, 2010). Carbohydrates have

been shown to be major components of root mucilage in many plant species

including cowpea, pea, wheat and maize (Moedsl, 1988, Cannesaat al, 2011).
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They are also important for interaction of root with microlgdsich and Clarke,

1980; Longman and Callow, 1987). We analyzed the monosaccharide composition of
potato root exudates and found that they contain high levels of Gal (68.7 %)
suggesting that galactans are major components of the exudates. Such a high conte
of Gal residues has never been reported in any other plant species studied so far. Gal
content was always found to be less represented in root mucilage not exceeding 30 to
35%. For instance Gal content was shown to represent 33% for maize, 28% for
cowpea, 20% for Rice and 16% for Wheat (Chaboud and Rougier, 1984; Mbody

al., 1988). Although we show that galacteontaining polymers such as RG1 are
constituents of potato root mucilage, AGP appear to be very abundant. This
observation is in agreementttviprevious findings reporting the presence of AGP in
quite high amounts in root exudates of various plant species (Metodl, 1988;
Durandet al, 2009; Maet al, 2010; Cannesagt al, 2012). However, AGP were not

the only HRGPs represented in theotr@xudates of potato. Interestingly, LM1
recognized epitopes carried by extensins were also detected in the exudates. Whereas
extensins are known to accumulate in the plant cell walls resulting on its structural
reinforcement during biotic stress, its ao@nce in root mucilage has never been
reported. The functional relevance of extensin produced in root exudates has yet to
be fully explored.

The high content of Gal residues present in potato root exudates seem to be mostly
associated with AGP and tolesser extent with extensin and RGRecent data
highlight the importance of HRGP such as AGP and extensin in-pl@nbbe
interactions (Zhtet al, 2003; Xieet al, 2011; Nguem®naet al, 2012; Plancogt

al., 2013; Nguem#®naet al, 2014). For ingtnce,in vitro assays revealed that AGP
from pea root cap and border cells could interfere with the development of the
pathogenic oomyceteAphanomyces euteicheCannesanet al, 2012). Such
interaction speciespecific is probably correlated to the higlonwplexity and
specificity of the AGP carbohydrate moiety. However, the molecular mechanisms
controlling such interactions are still not fully elucidated. Interestingly, our western
blot data show that treatment with elicitor preparations firoratroseptioaminduces
modifications of AGP and extensin in root exudate$ ofuberosumeElicitation also
causes an increase in labeling with LM1 atiensin mAb. Whereas no change in
AGP labeling was detected in our conditions with the JIM 13 antibody, the b&I2 a
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JIM15 AGP signals strongly increased after treatment with the elicitors. This
indicates that specific subpopulations of AGP might be involved in the response to
elicitors and defense against pathogens. It is worth noting that an increase in the
contentof the AGP recognized by the mAb LM2 was previously detected upon
inoculation with the pathogenkusarium oxysporurand in response to fusaric acid
treatment in the roots of wax gourd (Xe&t al, 2011). Modification in the anti
extensin LM1 pattern of keling also occurs in response to elicitors in root berder
like cells ofA. thalianaand flax (Plancoét al, 2013). These observations do support

a role for LM2, JIM15 and LM1 epitopeontaining molecules in the defense

responses of root cells againsthmmens.

Our data also show that root exudates fi®ntuberosunstimulateP. atrosepticum
growth by increasing the number of colonies formed. In order to check whether AGP
contained in the exudates interfere with the developmelR. @trosepticumroot
exudates were pré Q F X E D W H-B-gluchai Kyariv reagent before use. A
significant decrease in bacterial growth occurred under this condition as compared to
-D-glucosyl Yariv untreated exudates. Our findings revealed a positive role of AGP
of S. tubergumroot in promotingP. atrosepticungrowth. It is well known that sail
borne microorganisms utilize root exudates for growth and multiplication éBais
2006). Although we cannot rule out the possibility that AGP might be a source of
nutrients for lacteria, AGP or their carbohydrates could act as signaling molecules
that activate mechanisms controlling bacterial cell proliferation. However, it remains
to be established whether AGP affect bacterial binding and growth on potato root
vivoin a simila manner. Attraction and adhesion of bacteria and other pathogens on
root have also been shown to be affected by AGP (\étr&., 2005; Cannesaet
al., 2012). For instance, AGP froRisum sativunfrom border cells and exudates act
as chemoattractantsrfthe pathogenic oomycefgphanomyces euteich@Sannesan
et al, 2012). The study has shown that AGP attract zoospores, facilitate their
encystment and prevent subsequent germination thereby inhibiting the proliferation
of the pathogen. In the case®tuberosumAGP from the exudates could contribute
to trap and maintaif®. atrosepticunwithin the root extracellular trap (RET) then
facilitating the action of antimicrobial compounds found within. The RET
surrounding the root cap is known to be enriclmedritimicrobial compounds such as

phytoalexins, proteins and exDNA providing efficient root cap protection against
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559 infection (Gunawardenat al 2005., Weret al, 2007., 2009; Cannesat al., 2011,

560 2012; Driouichet al, 2013). It is interesting to notkét in response to exudates from

561 elicitor treated potato seedlings; the number of colonies formed is significantly
562 reduced. How this is controlled is unclear. However, this finding is consistent with
563 the hypothesis that newlynthesized antimicrobial maleles (e.g., phyotalexins,

564 defenserelated proteins) interfering with the growkh atrosepticumare secreted

565 into the exudates. Further research is required to substantiate this hypothesis.
566 Together our finding highlights the importance of galactantaning molecules

567 released by root cap and border cells into the exudates in controlling plant root
568 interactions with soiborne microbes.

569
570 Supplementary material

571 In the Supplementary data, we show the presence of starch within border cells and
572 the capacityf the pathogetlerived elicitor to induce callose deposition in root cells
573 of S. tuberosumFinally, we provide data using Gum Arabic as standard to estimate

574 the quantity of AGP in root exudates.
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Tables

Table 1: Summaryof data of immunodot binding assay performed on root exudates

of S. tuberosumsing different antibodies

Antibody Epitope Reference Root
exudates
LM 19 Un-esterified homogalacturonan Verhertbruggen et al., (2009) ++
JIM 7 Partially methylesterified epibpe of Willats et al., (2000) ++
homogalacturonan
LM 5 -4)-D-galactan Jones et al. (1997) +
LM 6 : - .-L-Arabinan Willats et al. (1998) ++
INRA-Rul >: -.-L-Rhg- : -.-D-GapA- @ Ralet et al., (2010) +
Jim 13 -D-GIcA- : -.-D-GalA- : -.-L-Rha Yates et al., (1996) ++
LM 2 -Linked GcA Smallwood et al., (1994) ++
LM 1 Extensin Smallwood et al., (1995) ++

+ and ++ refer to moderate and highly positive labeling with the antibody,
respectively.
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Table 2: Methylation analysis 08. tuberosumoot exudates

RT Methylation product
11,53 T-Xylp
16,48 3,5-Aras
19,22 3-Gal,
20,47 6-Gal,
24,17 3,6Gal,

Linkages were deduced from electiiompact MS of partially methylated alditol

acetate derivatives.

RT: Retention time
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Figure legends

Fig. 1. Histochemical chracterization ofS. tuberosumroot border cells. A,
Micrograph of a root tip stained with ruthenium red showing abundant mucilage (M)
surrounding the root tip. Border cells are also seen at the root tip. B, Calcofluor
staining of the root tip showing baed cell phenotypes. Two sydopulations of
border cells are distinguishable: elongated border cells (eBC) and smal/round
shaped cells (sBC). C, Brighield micrograph of a population of border cells
showing abundant starch granules within the cells. @tRorder cells stained with

the vital dye CalceiAM. Fluorescence is indicative of cell viability. BC: Border

cells; RC: Root cap; M: Mucilage

Bars =100 um (A, B) and (D, E) = 20um

Fig. 2. Monosaccharide composition (mol %) &. tuberosumroot exudats
recovered from elicited or nealicited (control) rootsElicitation was applied using
an elicitor preparation from the bacterium. atrosepticum E1, E2 and E3
correspond to the concentrations used for elicitation (1 mb.fat E1, 2 mg.mil

for E2, and 3 mg.mil for E3). Superscript letters indicate a statistically significant
difference (P<0.05).

Fig. 3. Immunofluorescence staining of root tips with the mAbs, LM2 (A), JIM13
(B) and LM1 (C) recognizing arabinogalactan protein and extensin epitopés. N
the occurrenceof the epitopes both at the root cell surface and within the mucilage

(white asterix). RC: Root cap; BC: Border cells.

Bars = 100um (A) and (B, C) = 20um

Fig. 4. Quantification of arabinogalactan proteins of root exudates using gedidif
assay andED-glucosyl Yariv reagentExudates are recovered from relicited

control (C) or elicited (E) rootdHistogram illustrating the density of the staining
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with the -D-glucosyl Yariv reagent (A) as revealed by the gel diffusion assay that is
shown in (B). Elicitation was applied using an elicitor preparation from the
bacteriumP. atrosepticumEl, E2 and E3 correspond to the concentrations used for

elicitation, name} 1 mg.mi* for E1, 2 mg.mt for E2, and 3 mg.ri for E3.

Fig. 5. SDSPAGE and western blot analysis of proteins from root exudates ef non
elicited (c for control) or elicited (E) plant®roteins were run on gels, blotted, and
probed with antisera regnizing arabinogalactan proteins JIM13 (A), LM2 (B) and
JIM15 (C) or extensin LM1 (D). Molecular mass is indicated in kDa on the left. E1
and E2 correspond to the concentrations used for elicitation (1 théomE1, 2

mg.mi* for E2).

Fig. 6. Laser cafocal microscopy image showing binding of the bacteriBm
atrosepticumo S. tuberosunnoot tip. Note the presence of the bacteria over border

cells (arrowheads and inset). Green spots correspond to bag@riorder cells

Bars=86um (A) and (B) = ® um

Fig. 7. Effects of root exudates fro®. tuberosunon the growth oP. atrosepticum.
The number of colonies formed (colony forming unit CFU) in a standard growth
medium or in a medium supplemented with root exudates from elicited er non

elicited plants was measured. Different conditions were used:

- Bacteria grown in a standard medium supplemented with water only (w) or water
containing -GIcY reagent (wy).

- Bacteria grown in a medium supplemented with root exudates froreliooed
plants (the exdiates were treated without (e) or with (eygIcY before use).

" Bacteria grown in a medium supplemented with root exudates from elicited plants
(the exudates were treated without (E1 or E2) or with (E1ly or EBILY before

use). E1 and E2 correspondte elidtor concentrations used (1 mg-hibr E1 and

2 mg.mi* for E2). Superscript stars indicate a statistically significant difference
(P<0.05).RE: Root exudates-GlcY: -D-glucosyl Yariv reagent . The reagent was
used at 5 ug.mf
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Fig. 6.
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[11.3.2. Données supplémentaires

Supplementary data

Root mucilage ofSolanum tuberosums enriched in galactose and impacts the growth of
Pectobacterium atrosepticum

Abdoul Koroney', Carole Plassoh, Ramatou Djermakoye Seyni Sidikod, Laurence
Menu Bouaouiché, Azeddine Driouich' and Maité Vicré-Gibouin*

Supplementary Fig. S1: Detectionof starch accumulation within root border cells stained

with Lugol.

Bar = 20um
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Supplementary Fig. S2: Staining of callose in root and root border cells ofti®erosum
Elicited root (A); norelicited root (B). Note callose depositiobl{e spots) in elicited root

tip. Elicitor preparation was used at 1mg'mBC: Border cells; RC: Root cap

Bar = 100 pm
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Supplementary Fig. S3: Gel diffusion assay of Gum arabic stained wi#bB-glucosyl Yariv.
Gum Arabic is used at different camtrations as a standard reference to estimate the quantity

of arabinogalactan proteins of root exudates (see figure 4)
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111.3.3. J. Exp. Botany : Decision letter

Dear Dr. VicréGibouin,
Thank you for submitting your manuscript to the Journal of Experimental Y3otan

| am sorry to inform you that, based on the comments of two experts in the field and my
own opinion, we cannot consider your manuscript for publication in JXB. A major
shortcoming that was flagged by both reviewers is the lack of quantification aoohén s

cases even the absence of biological repeated experiments. As these are very fundamental
criteria in the evaluation process and require redoing a large part of the experimental
work, we regret to inform you that we cannot accept your manuscript focgtidm.

We are sorry that we cannot be more positive on this occasion and hope you will consider

submitting future work to the JXB.
Yours sincerely,

Thomas Beeckman
JXB Editor

[11.3.4. Commentaires des reviewers et réponses apportées
¥, Reviewer 1 Comments for the Author

This is a very interesting study that reports composition of root exudates in potato and
demonstrates how the composition changes in response to elicitors from a pathogen.
Furthermore, the altered exudates are shown not to stimulate bacteridi,groasantrast to
exudates from nemduced plants. This is a clearly presented study of signifinterest.

- Major comments

1.

317. So far, the root architecture & tuberosunhas never been investigategP9 These
granules, in such a large number &mk, have never been seen in bowkdis of any other
species studied so far includipga, wheat, flax or A. thaliand84 Potato border cells were
found to be highly enriched in large starch granules, a feature not observed in any other

species so f&
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The authors should be careful with this kind of statements and generally avoid them.
KR LV WR VD\ IRU HI[DPSOH WKDW D IHDWXUH ZDV pQHYHU
SRWDWR URRWY KDYH pQHYHU EHHQ LQYH&&may&NiiGY 0D
Polish, Norwegian or Spanish or in a PhD thesis from Russia that the authors did not find (or
try to find). Very likely there were observations that were not published. The statements of

priority carry a certain air of arrogance that istévedivoided.

2.
The method for elicitor preparation and treatment is not given. In the Results there is a

reference to Kronest al.,2011, but that is insufficient.

Réponse /fp OLFLWHIXAY cximy etlde \hous a été fourni par le Dr Florence Val de
OY8QLYHUVLWpPp GH 5HQQHYV HW FHOD DYDLW pWp PHQWLRQC

3.
Fig. 4. The data have no replicates. This experiment should include biological replicates and

standard deviations.

Réponse /TH[SPULHQFH HVW UpDOLVpH DXrépficas téth@duesX WV E L F
IDLW GH QH SDV OYDYRLU PHQ@ddREOp HVW HIITHFWLYHPHQW

4.

Tablel. | have no problem with the qualitative nature of this experiment, but it would still

have been nice to have some kind of quantitation e.g. by compasgpgnse to response of
GLOXWLRQ VHULHV RI D VWDQGDUG RU E\ VRPH RWKHU PHV
This is especially an issue since all antibodies react. So what does a negative look like? Could

a negative control be included? For exaenpince fucose is absent an antibody against
fucosylated xyloglucan would be an excellent negative control. A xylan antibody is perhaps

another option. Antibodies against xyloglucan and xylan are available commercially.

Réponse (IITHFWLYHP H Qe G>Xd k3 b é4D Waldéuatpour un immunodot
GDQV OD PHVXUH Re QRXV QTDYRQV IDLW DXFXQH JDPPH G

de réponse.

5.

In Figs. 2 and 7, the number of replicates is not given. | do not know exactly how these
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experimems were done, but it would be important that they were done with independent
biological replicatesThis needs to be clarified.

Réponse Une fois de plus le fait de ne pas mentionner le nombre de réplicas constitue une
maladresse /TDQDO\VH G kbn@bnds&ehariRliiqueVest effectuée avec des exsudats
provenant de 15 plantules (N = 15). Six réplicas biologiques sont effectués indépendamment.

De plus, trois réplicas techniques sont effectués pour chaque réplica biologique.

6.

The high content of GlcAs interesting. | wonder why no information about the linkage of

GIcA was obtained with the linkage analysis? Is the GICA alpha or beta linked? Are the GICA
residues terminal? Is it possible to say something about the high content of GIcA? The
compositionRI WKH H[XGDWHYV LQ )LJ LV QRW WKDW RI D pW\SL
questioning the data in Fig. 2 but some more discussion ofitheny opinion tsomewhat

unusual composition would be useful.

Réponse: les acides uroniques ne sont patedi&s sur une perméthylation de type PMAA
(Partially Methylated Alditol Aceta}e GTRe OH PDQTXH GILQIRUPDWLRQ V.
des acides glucuroniques

7.

Further to Table 2. It is not consistent with the sugar composition analysis in Fig. Xy11%

and 17% Ara is inconsistent with the much smaller numbers in Fig. 2. In Fig. 2, Rha and Man
are much more abundant than Ara and Xyl, but Table 2 has no information on Man and Rha
linkage. | mentioned the GIcA already above, it is also missing fromeTahlthough it is the

second most abundant sugar in Fig. 2 comprising more than 20% of the total.

Réponse 6L MYDL ELHQ FRPSULV OYREVHUYDWLRQ OH UHYLE
rétention des différents sucres et la quantité observée sur leatbgramme de la figure 2.

6DXI HUUHXU GH PD SDUW LQ@ny&ld $DWHRN IOREQ QG HQW VK|
PMAA et sa quantitt 61O QY\ D SDV GYVXQUIROH DWQRHW OH 5KD FfTth
VRXKDLWDLW PsdriNaNgaHde OgfianftéieH QalVdans les exsudat#: I Hoéwe
REVHUY DW L R@Q@INE Xi¢ cette ¥xpgrienfe. Quant®F$ LO QTHVW WRXW VLP
SRVVLEOH Gdi ubli§dnQaDRMAAH
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- Minor comments

9.
/Q SHPRYH § &7 7KLV DSS Hiiffdievit tehipeatdred @r ¢hy @R U VLQ
C) and night (18 C) are given in the same sentence

10.
KDW LV pYLWURSODQWY" , FDQ JXHVV ZKDW LW PHDQV EXYV

and should be explained.

11.
/1Q pnJD]YT VKRXOG WM FKDQJHG WR pJD

12.

Table€. RT +the unit (presumably minutes) should be stated. Numbers should have decimal
SRLQW p 1 DQG QRW FRPPD p §f :KDW LV WKH XQLW IRU WK
to be stated.

13.

Ln. 500: rice and wheat should be lower case

14.

/1Q W LV VWDWH G - pecdQdhizetl épNopek Qairied by extensins were also
detected in the exudates. Whereas extensins are known to accumulate in the plant cell walls
resulting on its structural reinforcement during biotic stress,atsiroence in root mucilage

has never been reportefi. ELW IXUWKHU GRZQ LW LV VWD-\Wte@IWKDW
LM1 pattern of labeling also occurs in response to elicitors in root bolikercells of A.

thaliana and flax (Plancotet al, 2013) These two statements sound a bit contradictory.

Maybe it is simply that the Plancot paper did not look at mucilage but only at the cells
themselves (?), but it might be a good idea to explain a bit more.

Réponse. Comme mentionné dans la discussitey extensines sont retrouvées dans les
mécanismes de renforcement pariétal des BLC d@Plencotet al, 2013. Par contre, dans

cet article,la présence d'extensinest mise en évidenatans les exsudats en plus de leur
présence au niveau des BC. Bdleurs, nous avons bien précisé que cette observation n'est
pas encore rapportée dans d'autres étudededipuestionnement initiade leur réle dans les

exsudats racinaires de pomme de terre.
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% Reviewer 2 Comments for the Author...

This manuscript appesaito show that an elicitor preparation frdtn atrosepticunchanges

AGP and possibly extensin levels in potato root exudates after growth on a very artificial

medium. The microbial work, as reported is incomprehensible to me. | also have reservations
abouthow reproducible some of the experiments are, but that may be simply a problem with

the way the experiments were described. The following are some comments:

1.

The work was done with plantlets grownvitro in M & S growth medium (which normally
containsadded plant hormones), with added sucrose (3.5%). Therefore | am not sure what the
data actually mean. Could the responses observed be due to the plant hormones or high levels
of sucrose? It appears that the experimental rationale may be misconceivecdafmmie,
previous work has not described seeing starch in border cells of other plant species, but we
simply cannot know if the difference seen with potato (Figl lines3D9is due to the

sucrose, the hormones or a genuine species difference.

Réponse /D PLVH HQ pYLGHQFH GHV JUDLQV GYDPLGRQ GDQV C
WHUHWHWOBDEVROXPHQW SDV GXH DX IDLW GH OfXWLOLVDWL
milieu de culture de la pomme de terre. En effet une récente étuemisles méms
observations dans les cellules bordantelledicago truncatula

2.
The data in Figs-B look fine with the caveat that they may only be appropriate for growth of

roots in this odd medium (in terms of normal plant growth).

3.

The data in Fig 4 seem to rteebe of dubious quality. What seemsobserved is that there

is no response at 1 mg/ml of elicitor, a response at 2 mg/ml and no response at 3 mg/ml
elicitor. 1 have never heard of such a dose response in such an assay. There is no explanation
of how many independent elicitor preps were used or how many replicates were done with

different (i.e. independent) preparations of root exudates.

4.
The same issue about reproducibility recurs in the data in Fig. 5. Although it is less of an issue

because eacprep seems to be made up from 15 roots. It is not essential to show data from
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different experiments, but it would be good to know that in a biological repeat the same trend

was evident.

5.

The data in Fig. 7 are incomprehensible to me. It is clearly statdte methods that the
EDFWHULD pFRQFHQWUDWLRQY , DVVXPH QXPEHUV ZDV D
me that means there are about 3 x 10 power 8 bacteria per ml. In the first experiments it then
seems that 100 microlitres of this was platedRGA agar containing 20% water or 20%
exudate. That means that about 30,000,000 bacteria (3 x 10 power7) bacteria were plated.
Why were only 30 colonies observed? Alternatively why did six orders of magnitude more
bacteria NOT grow? Next | assumed thatearor had been made and that actually dilutions

had been done such that about 30 colonies appeared after incubation on the control. Where
then did the supposedly extra 25% of the colonies appear from when the exudate was present
in the agar? Is the hypwesis that the exudate prevents the death of some bacteria in the
control? If that is so, how were the original CFUs determined? Another explanation could be
that the exudate contained contaminating bacteria. Was this a reproducible effect with
different root exudates (different biological repeats)? It is very clear to me that this
experiment is not possible to understand. Even the simplest explanation (a rogue count in one

sample) is not compatible with the description of the experiment in the methods.

Réponse (Q UpSRQVH j FHWWH REVHUYDWLRQ VXU OfHIIHW GH
de P. atrosepticumHQ PLOLHX JpORVp OfYHIIHW -&& bb¥ern¢ft{aGDWYV H'
croissance de la bactéee milieu liquide non renouve(&igures Ill. 14 et [11.15).
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Figure 111.14 : Effet des exsudats racinaires de plantes non élicitées de S. tuberosum
sur la croissance deP. atrosepticum

Courbe de croissance €e atrosepticuna 25°Cpendant 16ldansle milieu PGA (®@ntrble,

rose) ou suppl HQWp DYHF PJ PO G dé¢[plaxtGéad/ponune Bd teriddnU H V
élicitées Exsudats,bleu). Le témoin contaminant (vert) correspond aux exsudats racinaires
incubés dans le milieu PGA. Les mesures de densité optique sont effectuées a unecabsorba
de 580 nm toutes les heures. (Barres = Ecart type; n=9).

Figure 111.15 : Effet des exsudats racinaires de plandes élicitées de S. tuberosunsur la
croissance deP. atrosepticum

Courbe de croissance &e atrosepticuma 25°C pendant 16tiansle miieu PGA (Contréle,

URVH RX VXSSOpPHQWp DYHF de plantOls@epoivhE GeDamMegn UD FL Q D
élicitées Exsudats, bleu) odlicitées avec Ing/mL (E1)ou2 mg/mL (E2) G § X Qpareidhp

inactivée de Pectobactés. Le témoin contaminant ért) correspond aux exsudats racinaires
incubés dans le milieu PGA.e témoin éliciteur fose entouré de blguest constitué

G 1 p O IsbhdrétieX hcubé dans le milieu PGALes mesures de densité optigsent

effectuées a une absorbance de 580 nm ttegdseures. (Barres = Ecart type; n=9).
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Une courbe de croissance & atrosepticuma été établieen conditios contréle:
10 bactéries par millilitre (DO= 0,1) dans le milieu PGAFigure 111.14). Dans ces
conditions,Ja phase de croissance expondidise déroule entre trois s¢ptheures de culture
a 25°Csousune agitation de 180 rprPendant cette phase Migesse spécifique de croissance
ou taux exponentiel de croissarest maximat etde0,216.Le temps de générati¢®) deP.
atrosepticurred égal 82,88 heuregtcorrespond & la durée nécessaire pour un doublement de

la population bactérienne.

/TDMRXWgBLH G § H [V XaBiaiAs\provenant de plantidede pomme de terre
élicitéesne modifie pas le temps de générati@) de P. atrosepttum Cependantia phase
GH FURLVVDQFH H[SRQHQWLHOOH HVW SOXV ORQJXH GTXQ
la fin de laphase stationnaid@ culture bactérienne présentee différence de DO de 0,1 par

rapport & la condition contrdle soienf tactériegFigure 111.14).

Cette augmentation de la biomasse bactériennevessemblablementorrélée a une
disponibilit¢ de nutriment dans le milieu de culturkinsi, dans ces conditionsP.
atrosepticumutiliserait les exsudats racinaires de pomne tdrre comme une source de
carbone pour se développeCette hypothese est confortée par le fait qedIQDO\VH SDU
chromatographie en phase gazs dxsudats de pomme de teagévéléune composition
polysaccharidiqueonstitu& PD MR UL W D L U. DR ¢¢GaieshfEérizsont capablede
dégrDGHU HW GAGPWdnnE Wrte HoutckE §e carbdieeeet al.,2001)

Cette expérience a été renouvetémis cette foisvec des exsudats racinaires provenant
de plantiles de pomme de terédicitées par L mgnLou PJ P/ GTXQ pOLFLRVHXU Gp
atrosepticum(Figure [11.15). Les courbes de croissance ne sont pas significativement
GLIIpUHQWHY HQ SUpVHQFH GYH[VXGDWY GH SODQWXOHV r
POLFLWHXU RX HQQ®W¥VH®XH PHIGHMWDIWGLRQ GH ELRPDVVH LQ
HIVXGDWY GDQV OH PLOLHX GH FXOWXUH QTHVW SDV REVHI

&H UpVXOWDW QRXV SHUP R e@rtLrcHlgicgodrrat prodigiie WK qV H
des composeés antimicrobiemhibant OffeHstimulateur des exsudats racinaires, ce qui est
FRQIRUPH DX UpVXOWDW SUpVHQWp GDQV OTYDUWLFOH HQ P
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Figure 11l .16: Stratégie générale de recherche des glycoprotéines 8etuberosum

Les glycoprotéines de type AGP, Extensiee$RPs sont recheradsdans uneollection de
séquences protéiqueS RVVpGDQW XQ V Lglvddsydfion KLEHMY call€dtios fie
séquence appelée base de donnée®igp est constituée de tosties ségquences contenant le

glycomodule [ASTV3}P(1,4}X(0,10}[ASTV]-P(1,4) défini par Gomordet al, (2010)
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l1l.4. Analyse bioinformatique : identification des séquences des
HRGPs

$ILQ GILGHQWLILHU HW GH UpDOLVHU OD FODVVLILFDWL
DYRQV GDQV XQ SUHPLHU Warska&agiergkrititad l[de Gfianal@@ll. T X H U
(2010) Eigure 1.33 Chapitre | /I THQVHPEOH GHV pW DeStiregroGpd dais WW H V'
OTRXWR®, 2%@pYHORSSp SDU OHV DXWHXUYV le oie@amm& DQW |
VIDYqUH L QraalgeSIRE@AUEL® &tiressée aux auteurs conformément aux indications

citées dans leur publication.

Pour pallier ce probleme, nous avons décidé de mettre en placenouvel outil
bioinformatique utilisant des scripts spécifiques sous le logiciel R. Ces scripts sont
principalement utilisés sous R grace au packa§EQINR» développé par Charif et Lobry
en 2007 et qui permet de travailler avec des séquences biologiques. Les scripts ont été
développés sur la base desteatégie de recherclies HRGPsnise en place p&howalteret

al., (2010).Cependantune étape supplémentaire a@stutée a cette stratégie initiale.

(Q HITHW DX OLHX GH SURFpGHU j XQH DQDO\VH VXU Of
réaliseronsau préalableune collection de ségnces dénommée Hyp-O-G putative
sequences constituée uniquement geéquences protéiques possédant un site potentiel de O
glycosylation. Ce site de-@lycosylation est mis en évidence par la présence du glycomodule
[ASTV]-P(1,4)}X(0,10)}[ASTV]-P(1,4) défini parGomord et d., (2010). Cette étape
supplémentaire permet de procéder a des analyses uniquement sur des séquences potentielles
GY+5*3V FDU FHV GHUQLQqUHVORERW\® PHNR GIWOQ HUSHPUHEY W VE
permet de travailler sur une collection de s¥mes restreinte donc plus facile a manipuler.
Ainsi, un screening des 5B8 séquences protéiquede la pomme de terre
(http://potato.plantbiology.msu.edu/data/PGSC_DM_v3.4_pep.fastawge)le glgomodule
[ASTV]-P(1,4}X(0,10)}[ASTV]-P(1,4) en se sermade SCAN PROSITEUNIPROT), nous
a permis de collecter ¥l séquences qui vont constitugotre collection yp-O-G
putative sequences Cette recherchen amontde séquencesontenant un site potentiel de
O-glycogylation sera une étape intégrélars la stratégie de recherchgénéraledes HRGPs
établie par Bowalter et al., (2010)Figure 111.16).
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Figure IIl.17 : Stratégie de recherche des rabinogalactanes protéines (AGPSs).
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1.4.1. Elaboration des scripts en langage R

Afin de rechercher leglycoprotéines de type HRGPs de la pomme de terre sous le
logiciel R, ks différentesétapes de la stratégie de rechersbat codées en langage de
programmation R sous forme de scripf URLY SULQFLSDX[ VFULSWV VRQW
Caroline Beéard dulaboratoire/, 7,6 GH Of8QLYHUVLW pckHhd éX AGP,SR X U
des extensines et des PRPs.

[11.4.1.1. Script AGP (Annexe 1)

Le «script AGP2 UHSUHQG OYfHQVHPEOH GH ODgweNIUIDWpJLH S
/ITXWLOLVDWLRQ GH FH VFdifftfeitesSEgudnhetsVisstiés deQalculddtidsh O HV
Hyp-O-G en AGP classique, AGpeptide, kysh AGP et les fasciclinelike proteins (FLAS).

Est considé FRPPH $*3 FODVVLTXH WRXWH VpTXHQFH SURWPLT
G 1 D Fdntn& de type PA-S-T avec la présence des motifs répétés AP, PA, SP et TP. Les
fasciclineslike AGP (FLAS) et les lysich-AGP doivent également avoir un pourcentage de

P-A-S-T supérieur ou égal a 50% en plus des motifs répétés AP, PA, SP et TP. La recherche
des fasciclinesike AGP (FLAS) et des lysch-$*3 QYIpWDQW SDVe ¢ta@HRUH LQV
script AGP, leur recherche est effectuée directement sur SCANPROSITE
http://prosite.expasy.orq/scanpros?ita)(/ec le code accessip 36 HW OH PRWLI GY

aminé KHKKKTKKHK respectivement. Quant aux Ateptides, ils doivent étre constitués
GIDX PRLQV samih&PRALSTHwvec une longueur comprise entre 50 et 90 acides
aminés et une répétition des motifs AP, PA, SP et TP.

En sortie du programme Script AGP», R renvoie en résultat un tableau contenant le
nom des séquences, le pourcentage en saaé P-A-S-T et le nombre de répétition des
motifs AP, PA, TP et SPAfinexe 9.

3RXU OHV VpTXHQFHV G fideQMWsyithr WOP &b FBAS, ubé SadHanshe
GH SHSWLGH VLJQDO DLQVL T AifX&fecilDeIeud tlassBicatioN. \®eH | | HF W
GHX[ pWDSHV QMpWDQW SSDrigt AGPF, RaUdghdrcp&\ded peptidés dodad
est effectuée sur la gteforme CBS Http://www.cbs.dtu.dk/services/SiqneyFét les ancres
GPI sur la plateforme PredGHhti{p://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpikx.htn). Un BLAST
(Basic Local Alignment Search ToolHVW pJDOHPHQW HIIHFWXp SRXU OD L

potentiels.
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Figure lll. 18: Stratégie de recherche des Extensines.
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[11.4.1.2. Script EXT (Annexe 1)

Le «script EXT» SHUPHW OD UHFKHU K Extéaadihes) shot@pvhed® EO H G
extensines ¢lassiques et les «ShortExtensines selon la stratégie présentée dianfsgure
11.18.

Est considérée commetensines «lassiques, toute séquengessédant au moins deux
répétitions du motif tétrapeptidig SP-P-P ou pentapeptidique -£-P-P-P. Le «script EXT»
SHUPHW GH GLVWLQJXHU FHV GHX[ FODVVHV GYH[WHQVLQ
«EXTsl» pour les extensines possédant le motif tétrapeptidique et au sein de la classe
«EXTs2» pour lesextensines ayant des motifs pentapeptidiglune troisieme catégorie
GIH[WHQVLQHV SRPRPRPAP &tHogalEhireNY Llhsséé par leckipt EXT»
dans le groupe kXTs32 /THQVHPEOH GHV WURLVY FODVVHV GYH[WH

plus & 200 résidus acides aminés.

6 1DJL VYV D QhartExtdnsine®, elles possedent les mémes caractéristiques que les
« classiques, mais elles ne doivent pas excéder 200 acides aminés de longueur. Pour ces
derniéres une classeSkortExts» a été défineGDQV OD SURJUDPPDWLRQ /THC

extensinepeuventtgalenent posséder des répétitionsndotif tripeptidique de type YVY.

En sortie du programme Script EXT», R renvoie en résultat un tableau contenant le
nom des séquences, le nhombre de m@-P-P, SP-P-P-P et SP-P-P-P-P ainsi que
nombre de répétition de motif YVY dans toutes séquenoasegxe 2.

Comme précédemmentpgpr OTHQVHPEOH QGiHe/reehvehe @&/ heRtide/signal
DLQVL TXH GTXQH D Q RkibdHquedla reicidiVK H | GHFRAUXWKIRORJIXHY SRWH
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Figure lll. 19: Stratégie de recherche deBRPs
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11.4.1.3. Script PRPs (Annexe 1)

Le «script PRPs2 UHSUHQG OYHQVHPEOH GH Ofigud WUD& pJLH S
SHUPHW GH UHFKHUFKHU O Ydd QavidI® €ollektios tk\séqUelde HBR Q W H Q X
G. Une premiere catégorie de PRPs est constituée de séquemqessése GIDX PRLQV
GH UpVLGXamicyde Ryp& PV-K-C-Y-T et estregroupé dans la classe RRPs1»
par le« script PRPs.

La deuxiéme cagbrie des PRPs est constituée gas séquencesontenant au moins
deux répétitions du motif #&-P-C-P-P ou encore deux répétitions de motify ¥X-(K/T) ou
; SHXW rWUH QYLPSRUWH TXHO DFLGH DPLQp &HV GHX]
regroupés danse$ classe RRPs2 « et «PRPs3». Toutesles PRPs peuvent également
contenir une répétition de motif PPV.

En sortie du programme Script PRPs, R renvoie en résultat un tableau contenant le
nom des séquences, le pourcentage des acides amii&s @Y -T, le nombre de répétition
des motifs KK-P-C-P-P, RV-X-(K/T) et PPV Annexe2).

Comme précédemmentor O §HQ V H P E O HneGaéther8he ¥ peptide signal ainsi
TXH GIXQH DQFUH B3a,QN\WTI XIHI OPWXHHKHUFKH GTRUWKRORJ>
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Tableau lll .1: 6pTXHQFHV SXWDWLYHV G{$*3V
Identifiées par le &cript AGP2 RX LGHQWLILpHQHEOShowdlteet W, 2010% , 2

Script AGP BIO-OHIO

AGPs classique (> 50% PAST 78 64
AG Peptide £85% PAST) 96 86
Fasciclidike AGP 23 25
Total 200 175

Tableaulll .2: 6pTXHQFHYV SXWDWLYHV GT([WHQVLQHV
Identifiées par le &cript EXT2 RX LGHQWLIL pHQHED Showsteet s, 2010% , 2

Script EXT BIO-OHIO

Extensines 118 102
Short EXT 22 12
Total 140 114

Tableaullll .3: Séquences putatives de PRPs
Identifiées par le &cript PRPs2 RX LGHQWLILpHQHE Ehowdlteet W, 2010% , 2

Script EXT BIO-OHIO

PRPsH 0A9 Ws< : 169 128
KKPCPPPP\(K/T)
Total 169 128
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I11.4.2. Validation des Scripts

[11.4.2.1. Application des scripts sur les séquences protéiqgues t171 a

thaliana

$ILQ GH YpULILHU OYHIILFDFLWp HW OD UREXVWHVVH GH
HRGPs, nous avons fait une analgsenparée des résultats obtenus par le programme BIO
OHIO de Showaltert al, (2010)et OHV UpVXOWDWYV REWHQXV j OD VXLW
scripts sous le logiciel RPour ce faire nous nous sommes constitués woflection de
séquencea partir dda base ApepTAIR10 de TAIR contenant 3B6 séquences protéiques
&Y thaliana

$SUQV OTDSSOLFDWLRZ200G&queancésHiUthtya® 1858 totalont été
identifieescontre 175 identifiées par le programme BIBIIO (Tableau IIl.1). Parmi les
200 séquences identifiees par 4eScript AGP »78 sont identifiétes comme étant des
VPpTXHQFHVY SXWDWLYHV GT$*3 FODVYVL-ONIBVDd R&ne/ 961 LG
VPTXHQFHV G{$*SHSWLGH SXW BwiptIAGRSROWE 86 hifisthier Y pHV S
trouvées par BIGDHIO. Pour finir, 23 FLAs sont identifd/ JUKFH j] OfXWLOLVDWL
G fidession SCANPROSITE contre 28entifiees par BI©o2+,2 JUKFH j OfXWLOLVD

motif :
[MALIT]T[VILS][FLCM][CAVT][PVLIS][GSTKRNDPEIV]+[DNS][DSENAGE]J+[ASQM]

4XDQW j OD UHFKHUFKH GHV ISEptEY VL QHYH WOPIXMWGOL G B QYN
118 extensines classiques et 22 skatensines. BI©O2+,2 D SHUPLV GYLGHQWL

extensines classiques et 12 stextensines putativeé3ableau 111.2).

En ce i concerne la recherche des PRPs, $&erkptPRPs? D SHUPLVY GYLGHQWL

séquences putatives contre 128 identifiées par@HIO.

152



Tableaulll . 4: 6pTXHQFHV SXWDWLYHV G1%$*3 QRQ LGHQWLILpHYV

En comparaison des séquences putstigdentifiees par BIGDHIO (Showalteet al, 2010)

Gene Nom de la glycoprotéine Classe
At1g03820 AGP28 Chimere
At1g24520 AGP50 Classique
At1g28290 AGP31 Chimeére
At2g28440 AGP54 Classique
At2g33790 AGP30 Chimeére
At3g45230 AGP57 Classique
At5g18690 AGP25 Classique
At5g21160 AGP32 Chimére
At5956330 AGP33 Chimere

Tableaulll.5 : Séquences putativess | ( ; fon identifiées par le « Script EXT »

En comparaison des séquences putatives identifiees padBIO (Showalteet al, 2010)

Gene Nom de la glycqrotéine Classe
At1g52290 PERK15 Chimeric
At4g32710 PERK14 Chimeric
At5g49080 EXT16 SP-P-P-P

Tableaullll.6 : Séquences putativede PRPsnon identifiées par le « ScriptPRPs »

En comparaison des séquences putatives identifiées paDBIO (Showalteet al, 2010)

Geéne Nom de la glycoprotéine Classe
At3g50570 PRP8 Chimere
At5g09520 PRP9 Chimere
At5g15780 PRP11 Chimere
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[11.4.2.2. Analyse comparée des séquences identifiées

Afin de vérifier la précision des différents scripts édités, une analyse comparée de
@ffsemble des séquences identifiees par Shovwealdr (2010) est effectuée.

Au niveau des AGP, cette analyse a permis de montrer que 90% des séquences identifiées
$*3 SDU OTMpWXG Het@lH26KRrahDérives JUKFH j OTXWISGiptVDWLRQ
AGP ». En effet, les séquences codantes pour les protéines issues de#tGgo8820
At1g28290 At2g33790 At5g21160Q At5g56330sont classées comme étant des chimeres car
GLVSRVDQW G X Q-ARXihfdrieuQ 6D Fab@adl 18.4). Or, ce suil de 50%
de RA-ST constitue une des clés de détermination des AGPs classiques définie par les
auteurs. Du fait de ce pourcentage dé\-B-T insuffisant, ces cinqg séquences sont
automatiquement éliminées par leSeript AGP» de méme que par le prognama BIO
OHIO. Le fait que ces séquences sbielassées comme étant des AGRRHOqQYH G{XQ WU
manuel effectué. Une pareille approche est également utilisée pour la localisation et la
classification des géne#ét1g24520 et At3g45230 FRGDQW SRXU O1$*3 HW
respectivement. Cela explique que ces dernieres soient également écartées de la liste des
VPpTXHQFHY SRWHQWLHOOHV GEMACPRUY GH OfXWLOLVDWLEF

Les séquences des protéines codées par les gatig8440 et At5g18690,
respectivement$ * 3 HW $*3 QIRQW SDV pWp FROOHR&ptHY ORU)\
AGP ». Cependant, une analyse du g&i2g28440 FRGDQW SRXU O9Y$*3 UpYqC(
GHUQLHU QH FRQWLHQW TXAST par rapfiddtfal 839 Eppo@Ep par
O 1D XW Hohtye aB ideau des motifs répéB/PA/SP/TPle «script AGP» et BIOG
OHIO montrent les mémes résultats a savtor2a/ 'H SOXV OH UpVXOWDW GT>
géene renvoie a urten/Spmlike transposon proteif@QISKM6) avec une identité de 100%. En

résumé le génAt2g28440ne code ni pour une AGP, ni pour une HRGP de fagon générale.

Pour conclure sur la recherche des AGP, seul le §&8®8690 FRGDQW SRXU O1$*:
QYD SDV SX rWUH LGHQW L Scppt ABPHF ceOduXANN® findBriétR Q G X ©
SRXUFHQWDJH GH GH VPpTXHQFHY SXWDWLYHV GT1$*3 LGH

(Q FH TXL FRQFHU Q Hscipf KXV, @ & pebnWé ERM@MEF LS HQWLILHU
des séquences mgsen évidence par Showaltet al, (2010). Les deux genest1g52290Q
At493271QrepUpVHQWDQW UHVSHFWLYHPHQW OD 3(5. HW 3(5.
par BIO-OHIO ni par le «Script EXT» (Tableaulll.5).
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Tableau 1.7 : 6pTXHQFHYV SXWDWLYHV G93$B0Npt AGR$Q sveclapp HY SD L
sans le glycomodule

- Glycomodule + Glycomodule

AGPs classique (> 50% 78 74
PAST)

AG Peptide (85% PAST) 96 55

Total 174 129

Tableau 111.8: 6pTXHQFHYV SXWDWLYHV GY([WHSSApLEXH ¥ avéeHQWLIL
ou sans le glycomodule

- Glycomodule + Glycomodule

Extensines 118 114
Short EXT 22 17
Total 140 131

Tableau 111.9: Séquences putatives de PRPs identifiés par le « Script PRPs » avec ou

sans le glycomodule

- Glycomodule + Glycomodule

PRPsH 0A9 Ws< : 169 108
KKPCPPPPVX(K/T)
Total 169 108
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En effet, PERK14 et PERK15 ne contient aucun motif répété tétrapeptidiquePd-P
ou pentapeptidique-B-P-P-P qui caractérise les extensindsH TXL H[SOLTXH TXfHOOF
pasdétecttesSDU OHV GHX|[ SURJ&dP geneg confhieMBnt des extensines par
OHV DXWHXUV VH MXVWLILH SDU OH IDLW TX{fHOOHV VRLHQ
At5g49080 (;7 LO QYD pJDOHPHQW SDV pWp USEAMERTSYp DYHF
Une recherche de cgene dans la collection de séquenédpepTAIR10 sur laquelle
OfHQVHPEOH GHV UHFKHUFKHV RQW pWp HIIHFWXpHV QH
expliquer le fait que le &cript Ext» QD SDV LGHQWLILp FHWWH (;7

(QILQ ONXWLELp PRBEPR® GKWPLY OYLGHQWLILFDWLRQ GH
PRPs misgen évidence par Showaltet al, (2010). En effet, les trois séquenég8g5057Q
At5g0952Q At5g15780correspondant a la PRP8, PRP9 et PRF&bleau 111.5) ne sont n
détectable par BIO-OHIO, ni par B «Script PRPs> car ne possédeaucun motif principal
caractéristique des PRPs. Les auteurs ont rajouté ces séquences comme étant des PRPs suite a
XQH UHFKHUFKH GTDQQRWDWARRIi@d®QV OD EDVH GH GRQQp

(Q SOXV GH O fdeclal ajotitel deb WRAR®Ilectéespar BIO-OHIO, les
différents scripts édités sous R, ont également permis de mettre en évidence de nouvelles
+5*3V j OTH[HPSOH GHV VpTXHQFHV AF2G2251Q ATB@5459Q
AT4G11430D S U apyplicatibn du script AGP».

11.4.3. Impact du glycomodule sur la recherche des HRGPs

/IYDSSOLFDWLRQ GX JO\FRPRGXOH HQ DPRQW GH-OD FUpD
O-G a permis de circaurire cette derniére d&b 386 séquences protéiques clAezhalianaa
seulement 1508 séquences.

[TXWLOLYVDMIpR BAGPS XurCcette nouvelle collection HYP-G a permis
G Y L iBad geWement 129 AGP putativesntre 174 initialement identi& a partir de la
collection de séquence de bg3ableau 111.7). Cette différence deXséquences entre les
deux collections est principalement daex VPpTXHQFHV GT1$*SHSWLGH HQ F
collection HypO-* &HOD SHXW VJH[SOLTXHU SDU OH IDLW TXH OfY>
GILGHQWLILHU OHV SURWpL @GHlycosylatien xe® 4V IsédirencBR W H Q W
mangquantes peuvent alors étre considérées comme des faux positifs car ne possédant pas de

site potentiels de @lycosylation.
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Répartition des 570 HRGPs identifiés ctf&zuberosum

= AGP m Agpeptide = FLAsm EXTm Short-EXTs PRPs

Figure 111.20 : Répartition des 570 HRGPs identifiées chezS. tuberosum avec
O 1 XW L O L schpfs AGR) ERTs ¥t PRPs.
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/ID UHFKHUFKH GHV H[WHQYVLSEHVESDaA quarft >XaWluL @dri& WL R Q
GILGHQWLILHU VPTXHQFHY SRWHQWLHO®G tbMreGlgHdUW HQ V L C
sein de la base initial@ableau IlII. 8). Et enfn 108 PRPs sont identifiés a partir de la base

Hyp-O-G contre 169 a partir de la base initiélebleau 111. 9).

'TXQH IDoRQ JpQpUDOH RQ UHPDUTXH TXYj OD VXLWH GF
de la collection de séquences HEpG, on diminue de fgon considérable le nombre des
séquences putatives sans pour autant en perdre en qualité. En effet, toutes les séquences
identifiees comme HRGPs dans la collectdm séquences initiales avec 3% séquences
sont retrouvées dans la collectiHyp O-G quine compte que 1808 séquencefe plus, les
recherches dans la base H9p* RQW SHUPLV G LAEHEB62AduHOdepHurd q Q H
0O7%$*3 HW TXL QYD SDV pWp LGHQWLILpSEPpNGPSHPI® HQW ST

base initiale.

En conclusion, OfDGGLWLRQ GfXQ ILOWUH LQWpJ&geévdleOH JO\F
de recherche des HRGRetablie par Showaltezt al, (2010) (Figure IIl .17) permet de
GLVSRVHU GYXQH FROOHFWLRQ GH VpTXHQFH SOXV VWULQJ

[11.4.4. Application a Solanum tuberosum

Le génome de la pomme de terre a été séquencé et publié en juillet 2011 dans Nature par
le PGSC (Potato Genome Seque@omsortium, un consortiunde scientifiques appartenant
a 14 pays. Cependant, une grande pattigghomeQ fHV W S D VotBe €& guireindla Q
recherchedansle protéometraduit de la pomme de terre. La recherche des HRGPs est
effectuée directement sur la collection dgqusnces HyfD-G qui contient 2®71 séquences
protéiquessur les 5&@18séquences que compte le protédraduit de pomme de terre

6XU OYHQVHPEOH Glds FdisVeahipgts ¢nR&e0adfiMdsReD les FLAs sont
quant a elles identifiées suite a un scan sur SCANPROSITE du motif PS50213 sur la
collection de séquences HpG. Au total, 570 séquensale HRGPs putatives ont pu étre
collectéeqFigure 111.20). /HV UpVXOWDWYV FRPSOHMMRQW SUpVHQW)p

Ces résultats constituent une étape prélimingireOD SDUWLFLSDWLRQ |j OfCLC
génome de pomme de terre. Egalememe analyse phyfenique de cette classe de
glycoprotéines HW QRWDPPHQW GHV $*3 QRXV SHUPHWWUDLW G
OfYRULJLQH GH FHVY SURWPRJO\FDQHV
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CHAPITRE IV. <o ... —eec’o

% Culture de plants VS culture de « semences vraies »

La pomme de terre est une plante trés sénsibx pathogenes. Ces derniers présentent
une diversité importante allant des bactéries, aux virus en passant par les nématodes (Mehle
et al, 2004; Brianet al, 2009; Mansfieldet al, 2012). De plus, le mode de culture végétatif
utilisé majoritairem&Q W GDQV OH PRQGH IDYRULVH HW DFFURVW OfL
WHUUH &HWWH FXOWXUH YpJpWDWLYH HVW EDVpH VXU C
LPSRUWDQW UpVHUYRLU GH SDWKRJgQHV WRXW HQ JDUGEL
infection par la bactérie du genrBectobacteriun{Latour et al $LQVL OYLPSRUYV
RX OTHISRUWDWLRQ GH SODQWYV LQIHFWpV IDYRULVH OD C
contre cette dissémination, il existe des structures chargées diderdatmise sur le marché
de ces plants, telles que le Service Officiel de Contrdle et de Certification (SOC) et
Of2UJDQLVDWLRQ (XURSpHQQH HW OpGLWHUUDQPHQQH SRX

&HSHQGDQW FH JHQUH GH VWU Xérité XiesHeys@f Mdie M@V H S D\
développement, ce qui pousse les petits agriculteutidiser des plants non certifiés avec le
risque de disp HU G TXQ O R QuahtRaX\gdssegructures de production, elles
WHQWHQW QRQ VDQV Ghldnts Eeftfiéy pro@ufid EnSidjorité Hidhs Gebl pays
européens afin de garantir leur productiddette démarche reste la plusresimais
malheureusemengst trés onéreuseA ttrH GYH[HPSOH LO 0@MXeufosHW LURQ
acheminer un conteneur de pladts 25 tonnes au Niger (Association Agro Sans Frontiere
Bretagne).Ces différents éléments peuvent expliquer les faitdex de production de la

pomme de terre en Afrique subsaharienne, en Amérique du Sud et en Asie.

Pour pallier ce probleme de doft de SURGXFWLRQ SOXV GTXQH WUHQW
PRQGH GRQW OH %DQJODGHVK OF, QupiHes, @ISrOLGrR&gi¥eLH OH
Vietnam ont opté pour la production de pomme de terre a partirsdenences vraies ou
graines de pomme de terfWorkshop CIP, 20080rtiz et al,, 2009).

Une analyseéconomique menée par le CIP a montré que la surface de production de la
pomme de terre a partir desemences vraies atteint10%, principalement chez les petits
producteurs quont vu leur rendenmé augmentede 75% par rapport a la traditionnelle

culture de plant. Des données similaires sont également enregistrées en Inde et en Indonésie.
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Dans la zone subsaharienne, les Organisations Non Gouvernementales (ON$3), telle
TXT$JUR 6DQV ) UaRiotiondd cettR ratluction de pomme de terre a base de

« semences vraies

Au cours de ces travaux de thése nous avons brievement travaillé avec des graines de
pomme de terre pour la caractérisation racinaire nhotamment la mise en évidence léss cellu
bordantes (BC).

¥, Caractérisation des BCde la pomme de terre

Depuis leur mise en évidenceyila de celaune vingW DLQH GIDQQpHV OHV ¥

identifiées chez plusieurs plantes notamment le pois, le soja (Hetwads 2000; 2003;

Cannesart al, 2011), le mais (Rodget al, 2003; Zhanget al, 2014), le cton (Curlange

Riveraet al, 2013), le riz (Caet al, 2011) ou cheMedicago truncatula (Watsonet al.,

2015). Des organisations atypiques de ces cellules ont également été décriteA. chez
thaliang OH OLQ RX HQFRUéi aD 9MF;ERdo@t ab, REFLW;pPlancotet al.,

2013). Ces cellules sont des acteurs majeurs de la défense racinaire et participent a la
compartimentation de la défengn effet, de récents travackezMedicag truncatulaont

montréune importante différence dans le métabolome et le transcriptome des BC comparés a

ceuxdela racine (Watsoet al, 2015).

Bien que leur présence au niveau de la racine de pomme de teté signalée dans
guelques études (Dialkt al, 2008; Lilley et al, 2011), aucunde ces étudeQ 1D HIITHFW Xp X
travail de caractérisation de ces BRHOD SHXW V{H[SOLTXHU SDU OH IDI
SRPPH GH WHUUH FRQWUDLUHPHQW j GIDXWUHY s5iODQWHYV
OYDQDO\WH GHV WXEHU F XOadeMedtHl, 2B08;PHONEr dt aN 21U H
Saubeauet al, 2014; Barbeyet al, 2013; Yaganzeet al, 2014).Au cours de ce projet nous
avons pu mettre en évidenohez le cultivar Désirée dgolanum tberosum la présence de
BC sur des plantules issues de culiargitro de pomme de terre. Ces cellules présentent des
caractéristiques identigues aux cellules bordamtésrites chez le poisElles ont la
SDUWLFXODULWpP GIrWUH QrieE ¢gdd putrds aufp@ e |h CofelraddarB.H QW O

Toutefois, & caractérisation de ces cellules chez la pomme de terre, a permis de mettre
en évidence une hétérogénéité au sein de la population de ces BC. Ainsi, hous avons observé
une sougpopulation de BCau bout de la coiffe racinaireonstituée de petites cellules
rondes les «small border cells (sBC). Lhe deuxieme soysopulation de BC, constituée de
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cellules un peu plus allongéesont retrouvées sur les parties latérales de la coléfg,

«elongdaed border cells (eBC). Ce type de différense basée sur des criteres
morphologiqueswu sein de la population des BC a été rappdréz le poigCannesaret al,

2011)ou chez le lin (Plancatt al, 2013) De plus, nas avons mis en évidence la présen
GYDPLGRQ DX VHLQ GHV %& GH SRPPH GH WHUUH &HW |
GIpQHUJLH DX[ FHOOXOHVY ERUGDQWHYV XQH IRLVY OLEpUpHYV
été recemment rapportée chez Medicags auteurs ont également discute@#lisationde
OYDPERRO®H VRXUFH FULWLTXH G Hef BA)\Easqnet at, B016)fp QHU JL H

/ fanalysede la viabilité des BC de pomme de temmontre égalemerque OTHQVHPEOH
des sougpopulations de BGont vivantesapres détachement de facine Cette observation
est difféerente de celle effectuée chezB&3 de pois ouseules deux sougopulations parmi

les trois identifiées stent vivantes une fois détachées de la rg@aanesamet al, 2011).

¥ BC de pomme de terre et défense

De précédents travausur les cellules bordantele poisRQW GpPRQWUp OfLPSOL
BC dans la défense des plantes contre les stress biotigaesesaret al, 2012. Il a ainsi
été démontré que les BC de pois sont caga®@IDWWLUHU RX GHodémsSR XV VHL

autour de la coiffe racinaire (Hawesal, 1998; 2000; Baetz and Matrtinoia, 2014).

Afin de vérifier si les BC de la pomme de terre sont capables de percevoir un éliciteur et
GILQGXLUH XQH UpSRQVH LPRPXMHW B Q USdlo piR&EVEBY] DY R QV
de P. atrosepticumUne production de RO% été observégeulement cing minutes apres
traitement. Cette réaction de défensecestparablesur O 1 H Q V H P E Gpdp@atiovis ¥R X V
BC de pomme de terrda production de ROS ne constiht pas une défense spécifique
(Wanget al, 2013), nous avons également mis en évidence la production de callose par la
racine et les BC de pomme de terre 48h aprés élicitafies.dépbts de callose constituent
une réaction spécifigue de défense obselv& KH] OHV SODQWHYVY ORUV G{XQ V
réle est de limiter ou de stopper la progression du pathogéne dans les tissus de la plante
(Huckelhoven, 2007 Millet et al,, 2010; Ellinger and Voig, 2014).
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¥ Les exsudats racinaires de la pomme de te rre

La production des exsudats racinaires est assuagaritairemenpar la coiffe racinaire
et les BC (Moodyet al, 1988; Vicréet al, 2005; Maet al, 2010). Chez la plante de pomme
de terre, la présence de ce mucilage/exsysis étre observégréce a une coloration au
rouge de ruthénium. Un& p U lakblySdfpar chromatographie en phase gaz nous a permis
d fnlyser la composition emonosaccharides suivantde galactose (Gal) qui est le
monosaccharide majoritaire avec 68.7 = 0.2 % des sucrexXfotaVXLYL GH O¢9YDF
JOXFXURQLTXH *OF$ DYHF “ H W ar&b@odd@ral D X W U H V
rhamnose (Rha), le xylose (Kt le mannose (Man) retrouvasdes quantitérelativement

inférieures

Toutefois, il faut noteta présene inhabituelle degalactose (Galgn grande quantité
dans les exsudats de pomme de tdfreeffet, seulement 33% de Gadt retrouvédans les
exsudats racinaires du mais, 28% chez le haricot, 20% chez le riz et 16% chez le blé
(Chaboud and Rougier, 198Moody et al, 1988). La présence de Gal peut provenir
majoritairement de galactanes ou de polyméd®es en galactanes tels que le
rhamnogalacturonan | (RGI) et/ou lesl@nogalactan proteins (AGPAfin de déterminer
OTRULJLQH GX *D O udQuReXavialsdd? @Xguddid paF pérméthylation,oe a
permsGH PHWWUH HQ pYLGHQFH OD SlIBp3aH QIF6HGa HWBB LDLVRQ
Gal, qui sont des liaisons rencontrées spécifiguement chez les AGP (Seifert et Roberts, 2007 ;
Ellis et d., 2010; Taret al, 2010, Knoctlet al. /ID SUpVHQFH GT1%$*3 GDQV Q
racinaires de pomme de terre est également confirmée par des immunoblots effectués avec les
anticorps LM2 (Smallwoodet al, 1994) etJIM13 (Smallwoodet al, 1995) dirigé
spécifiquement contre des épitopes associés aux AGP.

Ainsi, ces résultats montrent une grande richesse en AGP des exsudats racinaires de la
pomme de terre. La présence de ces glycoprotéines dans les exsudats a déjaeatbarecrit
GIDXWUHV Spd § WH88; Dorgeetzal, 2009; Maet al, 2010; Cannesaet al,

2012).

3DU DLOOHXUV QRXV DYRQV pJDOHPHQW GpPRQWUp C
extensines dans les exsudats de pomme de @neésultat est trés intéressant car il rapporte
pour la premiére fois la présence des extensines dans des exsudats racinaires, alors que ces
dernieres sont retrouvées avant tout au niveau de la paroi végétale ou elles jouent un réle dans
OH UHQIRUFHPHQW SDULpWDO j ODetHIX2006H GTXQ VWUHVYV EL
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En réponse a une élicitatiomy changement dans la compositionnosaccharidique des

exsudats racinairesst constaténotammentpour Of$UD HW OH *DO OHV GHX]
principaux des AGP (Seifert et Roberts, 2007 ; HEtisl, 2010; Ta et al, 2010, Knoclet

al., 2014).&H FKDQJHPHQW ODLVVHUDLW VXSSRVHU X@H PRGLIL
HITHW OfYXWLOLVDWLRQ GHV DQWLFRUSV PRQRFORQDX][ -
PRQWUHQW OYDSSDULWLRQ GB @QRX YGH QR YBDAXEHW FHRRING
GDQV OHV FRQGLWLRQV pOLFLWpPHYV | HW PJ PO /fXWLOL
épitopes associés aux extensines montre aussi une intensification de la réponse en condition

élicitée par rapport aux cates.

&HV UpVXOWDWY VXSSRUWHQW OfK\SRWKqVH GTXQH SI
VSpFLILTXH j OfpOLFLWDWLRQ HQ SOXV GH OTLQWHQVLILF
Cettehypothéseest en conformité avec les observations deeXial, (2011): la population
G1%$*3 UHFRQQXH S D UauQrfiedore lde Raliledneént/ @e la courge cireuse avec
GH OTDFLGH IXVDULTXH 4XDQW j XQH SRVVLEOH PRGLILFD!'
cela avait été rapporté chez BISC GAf thalianaet de lin (Plancogt al, 2013).

¥, Effet des exsudats racinaires sur la croissance de P. atrosepticum

Au cours de ces travaux, nous avaixservéune augmentation de la biomasseRle
atrosepticumen culture avec I°PJ PO G {H[V X G ®dnanveéliates Fae@eDobseation
SHXW VJ{H[SOLTXHU SDU OH IDLW TXH FHUWDLQV SDWKRJ(Q!
dégrader les AGP grace a une 8geW LR QL3G1® O D FW DQayslatianases,
DUDELQRIXUD QR WlucbnddséegkhdeteGa 2001; NguemaOnaet al, 2013).
La dégradation de ces AGIesexsudats racinaires pourrait alors servir de source de carbone

a la bactérie.

Par ailleurs, leexsudats racinaires prowamt de plantes élicitteQ fHQJIJHQGUHQW D >
effet de croissance oG {DXJPHQWDWLRQ @ HatroseptieunR PIDLVMH. ESRFW LR Q
OfHIITHW VW L eréis3@ante idoutdaitprbv@dans ce cadela synthese deomposés
antimicrobienstels que des phytoalexines ales protéines &hogenesiRelated par la
plante. CHSHQGDQW GIDXWUHV H[SpUL P eb@fivkhBr\eett QpotheseQW QpF
G 1 pdintde vue moléculaire.
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¥, Effet chimioattractant des exsudats racinaires sur P. atrosepticum

Le chimiotactisme est le phénomene par lequel les microorganismes driknten
mouvement vers une cible bien déterminée, grace a un composé chimique émis par cette
derniére. Chez les plantes, le chimiotactisme des agents pathogénes constitue un élément
GpWHUPLQDQW ORUV GH OYfpWDSH SUpFRFH200H T@dd, YLUXOF
2002; Yao et Allen, 2006). Le pouvoir chimiotactique deRalstonia solanacearum,
pathogene tellurique de la pomme de terre deégant été démontré par Yao Atten en
2006. En effet cette bactérie répond de maniere trés spécifigue aurtexsumiaires de la
tomate, une planteéte, comparée a ceux du riz, plante non héte. Les auteurs ont également
démontré que le chimiotactisme constituait un élément majeur de la virulence de Radlstonia.

a également été rapporté daes AGP issus de lepiffe racinaire et des BC de pois, attirent
GIXQH PDQLQUH FKLPLRWA Bu¢icheXtanQlel ids ERRSYES (R ahhigarG |
al., 2012).

Au cours de ce travail de thése, effet chimioattactant des exsudats de pomme de terre
surP. atroseptuma été mis en évidencé X YX GH OLPSRUWDQWH SUpVHQI
exsudats racinaissde pomme de terreaR XV DYRQV pYDOXp OfLPSSML FDWLRC
OYHIIHW FKLPLRDW W.lhbds&utduWouR ¢e\faité) Mqus\avobs-twubé ks
exsudats racinaires avec du réactif de Yariv. Le résultat reste cependant inchangtesAinsi,
AGP contenues dans les exsudats racinaires de pomme de terre ne sont pas directement
impliquées dans le chimtactisme observé dans le pathosysteme pommeedePt

atrosepticum

¥% Identification des HRGP putati ves dans le génome de la pomme de terre

Les HRGPs étant une classe de glycoprotéines importante chez la pomme de terre en
particulier et dans le monde végétal en généralus avons mis en place un outil
bioinformatique afin de les identifier rapidemelains les protéomes traduits des génomes de
GLIIpUHQWHY HVSgFHV YpJpWDOHV J/TRXWLO ELRLQIRUPDW
TXL SUpVHQWH OYDYDQWDJH FRQVL@metieBEraitdmenfdé\plust XQ OF
de 50000 séquences en une saubalyse

/I MXWLOLVDWLRQ GH FHW RXWLO GRQW OD VWUDWpJLH
Showalteret al., QRXV D SHUPLV G ftatdité @ay HRGP&hnGtées T XD V L

GAfabidgpsis thaliana du moinscellesqui présentent les caractéristiques des HRGPs. En
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effet, les séquences non identifiées ou rejetées par notre prograrsomespondenpas aux
critéeres de sélection des HRGPs définies par Showalter et al., (2010).

Ainsi, les quinzaines de séquences non classées sont toutes des chimeres rajoutées dans
la liste des HRGPs suite & un travail manuel des auteurs et suivant les données
ELEOLRJUDSKLTXHYV /YDQDO\WH GH FHV VpTXHQFHV QRXV D
guelqes erreurs dans la classification effectuée par Showatteal., (2010). A titre
GYH[HPSOH OD FODVAR292840 WXNIR @ R&H JZRXU ON$*3 QH FR:

GH 3%$67 DX OLHX GHV LQGLTXp SDU OYDXWHXU 'H
de ce géne en effectuant un blast renvoie sur une prot&m8pmlike transposon
(Q9SKM6) avec une identité de 100%.

INTDMRXW GIYXQH pWDSH VXSSOpPHQWDLUH TXL HVW OD F
O-G a la stratégie de recherche des HRGPs peridet@dLVSRVHU GI{XQH FROOHFW
beaucoup plsl restreinte etle réduire les faux positifssrace a ette amélioration des
séquences de type HRGFRQW pWp FROOHFWpHV gaoOdddantifiesspetOOHV Q!
Showalteret al., (2010). Cependaww FH GHUQLHU SRLQW SHXW V{H[SOLT
avons effectué nos recherches sur une base de données conteB86t s¥gjuences
S UR W p ATtXaHaviacafitre28,952 séquences utilisées fduowalteret al.,(2010).

Une fois cettestratégie deecherche validée, nous avons appliqué le programme sur les
séquences protéiques de la pomme de terre. Cette recherche a permis de disposer de 570
VPpTXHQFHYVY SRWHQWLH O @rdd/edB ¢ analy3aés EclassEislet AGQPMPRPs

ou Extensinedgle maniére plus approfondie.

¥, Défense de type Root extracellular Trap (RET) chez la pomme de terre  ?

Par analogie avec le NENeutrophils Extracellular Trap) retrouvé chez les mammiferes,
Driouich et al, (2013 ont proposé le modéle RERoot extracellular Trapqui est un modeéle
de défense en synergie des différents actdursystéme immunitaire racinairBarmi ces
acteursles ADNex, quenous avons mis en évidenleeprésencehez la pomme de tefres
BC, des polysaccharides (AGEXT, etc.) et des composeantimicrobiengarticipent a la
réponse antimicrobienne de la plante mode du fonctionnement du RET est calqué
celui duNET qui est retrouvé au niveau du systéeme immunitaire humain (Brinketaain
2004).

$LQVL OIYDFWLRQ F rsQbldrrs QaNeHdéBehbY ragibaite WHt@ermettre de
SLpJHU HW G YLPPRE L Qhe/feiddmddébNsés Ded/ ath dge ekl 3bnt détruits par
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O 1D F W Lpp@in€&Hle défenss des métabolites secondaires sécrétés par les cellules
bordantes et laacine. En plus de cette fonction dans la défense, le RET permet la promotion
des interactions avec les bactéries bénéfiques comme les PGPR (fhatth Bromoting
Rhizobacterig Driouich et al, 2013).

Au cours deces travaux de these, la majorité desnéléts constitutifs du RET tebue
défini par Driouichet al, (2013)ont étémis en évidence et caractégsshez la pomme de
terre, et éurimplicationdans la mise en place de la défense au niveau racdeleeplante
de pomme de terre a été évalugar la base ddOTHQVHPEOH GH FHV UpVXOWD\
OTK\SRWKgqVH GIfXQH GplHQVH UDFL ézDa pldhteHl® pym@eHddé JLH G |
terre: IHV FHOOXOHYVY ERUGDQWHYV YRQW SHUPHWWUH OfTDWWL
pathogénes autoude la racine. PusOHV $'1H[ YRQW SHUPHWWUH OfLP
path@énes Des composésantimicrobienspotentiellement sécrétés des cellules bordantes,
comme la pisatine identifiée dans le pathosystBisam sativurA. euteichegCannesaret
al., 2012)pourraient agir pur la neutralisation des pathogenkss polysaccharides de type
AGP et autres composés sokildans les exsudats racinair8SR XUUDLHQW GIDXW
favoriserOfDWWUDFWLRQ GHVY EDFWpPULHY EpQpILTXHV
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CHAPITRE V. ‘e ... Z —ec' ' &"p2t’ . —<"fe

Gracej OD PLVH H QsySténiz élcultné ¢tro de la pomme de terre au sein du
laboratoire GlyceMEV j SDUWLU GH JUDLQHYV RX j SDUWLBCGTH[SOD
et le mucilage de la pomme de terre ont pu étre caractérisés pour la premsieteur
possible implication dans la défense racinaire a été évaluée au travers du pathosysteme

Pectobacterium atrosepticuhBolanum tuberosum

4AXTHOOHV VRLHQW SURG X lawiky isSued) deO ¢gtaies) Basue@ HV G H

G TH[S O D&M batdentes se détachent de la coiffe racinaire, comimee le pois
(Cannesan et al., 2011) et présentent deux morphatyg@seriqgues (sBC) ou allongées

H%& /YDQDO\VH LPP X Q@éstecllWeRdr&ViEIR laTpesenGettie glycoprotéines
de type A@ et extensines, ainsi que des pectines dans leur paroi. LesrB@es cellules
vivantesqui sont capables de percevoir un éliciteur et de développer une réponse immunitaire
spécifiqgue Uneinteraction directe entre les BC et la bacté&ieatrosepticuna été observée
par microscopie confocalél serait intéressanhaintenantde caractériser cette interaction
afin de mieux comprendrée comportement de cette bactérie dans ce pathosystuhe
localiserOH SRLQW GYHQWUpH GH 3HA&M/ REDFWHULXP DX QLYHD.

Les AGP entrent majoritairement dans la composition du mucilage de la pomme de terre
et les exsudats racinaires, comme potentielles sources de catonéntla croissancele
la bactérie. €ster des concentrations supérieures 1 P/ G T H][\pxr@diiaitde
GpWHUPLQHU VYLO H[LVWH XQ HIIHW GRVH UpSRQVH ,0 VF
partir des exsudatsracinaires et de vérifier leur effet suP. atrosepticum Cette étude
permettré ainsi de déterminer le rble joué par lesRA@ans les mécanismes de stimulation

de cette croissance obsesvé

Durant ces travaux, hous avons aussi mis en évidence pour la premiere fois la présence
GY$'1H[ FKH] OD SRPPH GH WHUUH &HWWH gq@ptFRXYHUWH
mécanismede defenssc KH] OD SRPPH GH WHUUH (Q HIITHWtalERPPH O

XQ WUDLWHPHQW GH OfY$'1H[ DYHF GH OD '1DVH HQ S
déterminer son implication dans les processus de défense racibeite. analyse nous
permettra aisi de valider notre hypothése sur la synergie de type RET des différents acteurs
de la défense racinaire de la pomme de terre.
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(QILQ @dd¢rchdch®©des HRGRSveloppé a partir du logiciel R sélectionne et tri
les séquences protéiques traduites gésomes en vue de leur classification dans les
différentes familles de glycoprotéineA. présent il serait intéressant de procéder a une
analyse phylog&tL TXH DILQ GfpWXGLHU OD GLYHUVLILFDWLRQ G|

végeétalesinsi que leur agine.

A plus long terme, LG HQ W L RRERS fle lppommede terreimpliquées dans la
résistance aux maladies disséminées par les pathogénes telluriques pourrait aussi permettre de
VHUYLU GH EDVH j OD PibVito @exsée®Ricnaigta®.1Deg plintandiig
sensiblear produisant naturellement en abondance des molécules de défense telles que les
$*3 VHUDLHQW GTXQH XWLOLWp delUaXchltuRz@dilaporiie dord GpYHO

dans les pays en voie de développement.
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Annexe 1 :Scripts en codage R

¥, Script AGP

RRBH R AR AR AR R SCRIPFAGP
HHEHHHHHHHHAHH AR AR AR

Library (seqinr)

b < read.fasta("BD1.fasta", seqtype = "AA", asrg) = TRUE)
res=class=nbAP=nbPA=nbSP=nbTP=c()

for(i in 1:length(b))

{

cpt = length(words.pos("P", Db[[i]])) + length(words.pos("A", DbI[[i]]))
length(words.pos('S", b[[i]])) + length(words.pos("T", b[[i]]))

res[i] = cpt / getLength(b[[i]])*100

if (res[i] >= 50)

f:lass[i]:“AGP"

} else if (res[i] >= 35 && res]i] <50 && getLength(b[[i]]) <90 && getLength(b[[i]])
>50)

{
class[i]="AGPeptide"
} elsef

class[i]="EXT"

}

nbAP[i] = length(words.pos("AP", b[[i]]))
nbPA[i] = length(words.pos("PA", b[[il]))
nbSP[i] = length(words.pos("SP", b[[i]]))
nbTP[i] = length(words.pos("TP", bl[[i]]))

}
S=data.frame(Name=getName(b),Classe=class,PAST=res,nbAP=nbAP,nbPA=nb}

P=nbSP,nbTP=nbTP)

write.table(S,file="Tableau_AGP.txt",sep="\t",row.names=FALSE,col.names=TR
UE)

W T R T T T T R T T T T R T,
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¥, Script EXT

T R R R T SCRIPT-EXT
HHAHHHH AR R
library (seqinr)

b < read.fasta("BD1.fasta", seqtype = "AA", as.string = TRUE)
class=nbSPPP=nbSPPPP=RPPPP=nbYVY=c()

for(i in 1:length(b))

E]bSPPP[i] = length(words.pos("SPPP", b[[i]]))

nbSPPPPJi] = length(words.pos("SPPPP", bl[[i]]))
nbSPPPPPJi] = length(words.pos("SPPPPP", b[[i]]))

nbYVY][i] = length(words.pos("YVY", b[[i]]))

if (nbSPPP[i] >= 2 && getLength(b[[i]]) >200 )

{
class[i] = "EXTs1"

} else if (nbSPPPP[i] >= 2 && getLength(b[[i]]) >200 )

{
class[i] = "EXTs2"

} else if (nbSPPPPP[i] >= 2 && getLength(bl[[i]]) >200 )

{
class[i] = "EXTs3"

} else if (nbSPPP[i] >= 2 || nbSPPPP][i] >= 2 || nPPPPPJ[i] >= 2) && getLength(b[[i]])
<200)

{

class{i] = "shortEXTs"

} else {

class[i] = "Autre$

}

}
S=data.frame(Name=getName(b),Classe=class,nbSPPP=nbSPPP,nbSPPPP=nbSPP

PPPP=nbSPPPPP,nbYVY=nbYVY)

write.table(S,file="Tableau_EXT.txt",sep="\t",row.names=FALSE,col.names=TRUE)
HHAH R R R R R R R R R
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¥, Script PRPs

HRBH AR AR AR R A SCRHRIP
HHHHHHHHHHHHHH A

Library (seqinr)

b < read.fasta("BD1.fasta", seqtype = "AA", as.strinfRUE)
res=class=nbKKPCPP=nbPPVXK.T=nbPPV=c()

for(i in 1:length(b))

cpt = length(words.pos("P", D[[i]])) + length(words.pos("V", bI[[i]]))
length(words.pos("'K", b[[i]])) + length(words.pos("C", b[[i]])) + length(words.pos("\
b[[i]])) + length(words.ps("T", b[[i]]))

res[i] = cpt / getLength(b[[i]])*100

nbKKPCPPIi] = length(words.pos("KKPCPP", b[[i]]))
nbPPVXK.T[i] = length(words.pos("PPVXK", Db[[i]])) + length(words.pos("PPVXT|
b[[i]]))

nbPPV/[i] = length(words.pos("PPV", bl[[i]]))
tmp=0

if (res[i] >= 45)

{
class[i]="PRPs1
tmp=1

}

if (nbKKPCPPIi] >= 2)

if(length(class|i])==0)
{

class[i]="PRPs2"
tmp=1

} else{
class[i]=paste(class[i],"PRPs2",sep=",")
tmp=1

}

}
if (NbPPVXK.Ti] >= 2)

if(length(classJi])==0)
{

class[i]="PRPs3"
tmp=1

} elsef
class[i]=paste(class[i],"PRPs3",sep=",")
tmp=1

}

}
if (tmp==0)

{
_} :

}
S=data.frame(Name=getName(b),Classe=class,PVKCYT=res,nbKKPCPP=nbKKP(
bPPVXK.T=nbPPVXK.T,nbPPV=nbPPV)
write.table(S,file="Tableau_PRP.txt",sept";row.names=FALSE,col.names=TRUE)
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Annexe 2 : Séquences de HRGPs TA. thaliana

TableauA2.1: ,GHQWLILFDW L RA thalldna gbace \au @durcentage des acides
aminés RA-S-T et des motifs répétés AP, PA, SP, TP.

AT1G15825.1 AGP 50 1 1 1 5
AT1G23720.1 AGP 62 2 7 133 3
AT1G26240.1 AGP 63 0 0 47 0
AT1GB250.1 AGP 61 4 4 42 2
AT1G63540.1 AGP 51 9 15 21 7
AT1G35230.1 AGP 63 8 5 7 2
AT1G62760.1 AGP 51 2 0 21 0
AT1G63530.1 AGP 50 3 12 7 6
AT1G44191.1 AGP 56 0 0 32 11
AT1G31250.1 AGP 54 1 2 10 8
AT1G68725.1 AGP 68 19 19 16 5
AT1G36150.1 AGP 54 1 4 20 4
AT2G22470.1 AGP 63 8 5 6 4
AT2G43150.1 AGP 60 0 1 22 1
AT2G24980.1 AGP 57 1 0 81 3
AT2G28671.1 AGP 52 18 19 1 3
AT2G23130.z AGP 59 13 12 10 5
AT2G27390.1 AGP 55 0 2 5 1
AT2G28440.1 AGP 50 5 5 28 0
AT2G45000.1 AGP 57 15 14 14 16
AT2G14890.2 AGP 75 9 11 13 7
AT2G27380.1 AGP 60 1 0 42 43
AT2G23130.1 AGP 56 13 12 10 5
AT2G22510.1 AGP 54 0 2 0 3
AT2G47930.1 AGP 53 2 2 7 3
AT2G40070.z  AGP 50 6 8 10 13
AT2G14890.1 AGP 71 9 11 13 7
AT3G60280.1 AGP 50 2 2 9 7
AT3G22070.1 AGP 57 4 3 7 3
AT3G28554 AGP 58 3 2 154 2
AT3G01700.1 AGP 61 7 3 6 2
AT3G06360.1 AGP 53 3 3 5 0
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