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Résum






Caractérisation d’inhibiteurs de protéases lors de I'interaction entre la vigne et Botrytis

cinerea.

Il a été montré que lors de l'infection de la baie de Pinot Noir par B. cinerea, des
protéases fongiques pourraient étre a l'origine de la dégradation d’'une des protéines PR
majoritaires de la baie mre, la chitinase VvChi4D (Thése S. Colas, 2012 ; van Sluyter et al.,
2013). L’hypothese émise lors de notre étude est que des inhibiteurs de protéases de la
vigne pourraient empécher la dégradation de cette protéine de défense par les protéases de

B. cinerea.

L'expression de deux inhibiteurs de protéases, un Potato Inhibitor | (VvPin) et un
Kunitz (VvKun), ainsi que celle de trois protéases fongiques dont deux protéases acides, une
protéase aspartique (BcAp8) et une protéase glutamique (BcAcp), et une protéase a sérine
(BcSer), ont été suivies lors de l'infection de la baie de Pinot noir et de la feuille de
vitroplants. Les résultats obtenus montrent que I'expression des deux IP est induite en
méme temps que celle de la protéase a sérine mais apres celle des deux protéases acides du
champignon. La production en systeme hétérologue des deux IP ainsi que I'obtention de
protéases acides et de protéases a sérine dans des sécrétomes de B. cinerea a permis de
montrer que la protéine VvKun est capable d’inhiber les protéases a sérine du champignon.
En revanche, aucun des deux IP n’est capable d’inhiber les protéases acides du champignon,

protéases responsables de la dégradation de la chitinase VvChi4D.

Mots clés: Vitis vinifera, Botrytis cinerea, Protéases, Inhibiteurs de protéases, Potato

Inhibitor |, Kunitz.
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Abstract






Characterization of protease inhibitors in the interaction between Vitis vinifera and

Botrytis cinerea.

It has been shown that upon infection of the grape berry by B. cinerea, fungal
proteases may be responsible for the degradation of VvChi4D chitinase, a PR protein of the
mature berry (Thesis S. Colas, 2012; van Sluyter et al, 2013). The hypothesis of our study is
that protease inhibitors could prevent the degradation of this defense protein by proteases

of B. cinerea.

The expression of two protease inhibitors, a Potato Inhibitor | (VvPin) and a Kunitz
(VvKun), and that of three fungal proteases, two acid proteases, an aspartic protease
(BcAp8) and a glutamic protease (BcAcp) and a serine protease (BcSer) were followed during
infection of Pinot Noir berry and leaf plantlets. The results obtained show that the
expression of both IP is induced in the same time as the serine protease, but after the two
fungal acid proteases. The heterologous production of both IP and the production of acid
and serine proteases from B. cinerea secretomes have shown that VvKun is able to inhibit
serine proteases of the fungus. However, neither IP is able to inhibit fungal acid proteases,

responsible for the degradation of the chitinase VvChi4D.

Key words: Vitis vinifera, Botrytis cinerea, Proteases, Protease inhibitors, Potato Inhibitor I,

Kunitz.
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Avant-Propos :

La vigne est une Angiosperme dicotylédone de la famille des Vitaceae. Celle-ci est
cultivée par 'lhomme pour la production de raisin de table, de jus de raisin et de vin.
Aujourd’hui, la France est le premier producteur mondial de vin, juste devant ['ltalie, avec
plus de 41 millions d’hectolitres produits en 2012 (Organisation Internationale de la Vigne et
du Vin, 2013). En Champagne, 30 000 hectares sont consacrés a la culture de la vigne (France

AgriMer, 2013).

La production intensive, la sélection variétale et les échanges internationaux ont
fragilisé I'état sanitaire de la vigne. Aussi, un grand nombre de maladies a pu étre observé.
Elles peuvent étre causées par des bactéries (galle du collet), des virus (court-noué), des
mycoplasmes (flavescence dorée) mais celles provoquées par des champignons et
oomycetes phytopathogénes tels que Plasmopara viticola (mildiou), Erysiphe necator
(oidium) et Botrytis cinerea (pourriture grise) sont les plus répandues. Comme |’utilisation de
produits phytosanitaires demeure le seul moyen de lutte efficace contre ces maladies, cette
pratique a mené la France a détenir le record européen d’utilisation de produits
phytosanitaires dans le secteur de la viticulture. Pour remédier a cela, de nouvelles mesures
inscrites dans le « Plan Ecophyto 2018 » ont été envisagées au niveau national. Ces mesures
visent, depuis 2008, une réduction de 50% de I'utilisation des produits phytosanitaires d’ici
2018. Le développement de nouveaux moyens de lutte, plus respectueux de
I’environnement, pour remplacer ou diminuer ['utilisation de pesticides, est donc
indispensable. La lutte biologique est I'un de ces moyens. Elle repose sur l'utilisation de
microorganismes ou d’auxiliaires de culture tels que des insectes, qui vont agir directement
contre les agents pathogénes et/ou stimuler les défenses naturelles de la plante et ainsi lui
conférer une meilleure protection. L'utilisation de Stimulateurs des Défenses Naturelles
(SDN) de la plante est une autre méthode envisagée. Cependant, la mise au point de tels
moyens de lutte alternatifs a la lutte chimique nécessite de mieux comprendre les

mécanismes de défense de la vigne.
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Les recherches de doctorat présentées ici s’inscrivent dans ce contexte en participant
a la compréhension des mécanismes de défense mis en place par la vigne lors de
I'interaction avec B. cinerea, |'agent de la pourriture grise. Financée par la région
Champagne-Ardenne, cette étude a été réalisée au sein de I'Unité de Recherche Vigne et Vin

de Champagne (URVVC) EA-4707 de I'Université de Reims Champagne-Ardenne.
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Figure 1 : Pourriture grise sur des baies de Vitis vinifera L. cv. Pinot Noir (Photo Anne-Sophie Walker © INRA).
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Figure 2 : Cycle de développement de Botrytis cinerea sur la vigne (Source : http://www.agro.basf.fr).
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Synthese bibliographique

Botrytis cinerea :

Botrytis cinerea est I'agent causal de la pourriture grise (Figure 1), 'une des maladies
qui occasionne le plus de dommages sur la vigne et la récolte aussi bien au niveau quantitatif
qgue qualitatif. Celui-ci a été classé second parmi les 10 champignons phytopathogenes les
plus importants scientifiquement et économiquement (Dean et al., 2012). En effet, chez la
vigne, les pertes de récolte engendrées par ce pathogéne peuvent atteindre 40 % (données
2006 ; http://www.viniflhor.fr). Au-dela des pertes quantitatives, la pourriture grise est
néfaste pour la qualité des vins de Champagne, dont elle compromet la prise de mousse et
altere les arobmes (Marchal et al.,, 2002). B. cinerea est un champignon polyphage capable
d’infecter plus de 200 plantes hotes, aussi bien monocotylédones que dicotylédones
(Williamson et al.,, 2007). Celui-ci appartient a la division des Ascomycota, la classe des
Leotiomycetes, I'ordre des Helotiales, la famille des Sclerotiniaceae et le genre Botrytis. B.
cinerea désigne la forme asexuée (deutéromyceéte) du champignon. La forme sexuée
(ascomycete), Botryotinia fukeliana, quant a elle, est rarement observée dans la nature. Ce
champignon phytopathogene appartient a la méme famille que lI'agent causal de la
pourriture blanche, Sclerotinia sclerotiorum, capable lui aussi d’infecter plusieurs centaines
d’hotes. Ces deux pathogenes sont trés souvent comparés du fait de leur proximité
phylogénétique, de leur capacité a pouvoir infecter une large gamme d’h6tes mais aussi du

fait de leur mode de vie nécrotrophe (Amselem et al., 2011).

1. Cycle de développement de B. cinerea sur la vigne :

Au début du printemps, des conidies du champignon sont disséminées par le vent, la
pluie ou les insectes (Figure 2). Celles-ci vont s’installer précocement sur les organes aériens
de la vigne (jeunes pousses et inflorescences). Les conidies peuvent ne pas germer
immédiatement (contamination latente) ou germer et infecter les tissus vivants (feuilles,

fleurs ; installation parasitaire) ou morts (capuchons floraux ; installation saprophytique). Au
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Figure 3 : Modes d’infection de Botrytis cinerea :

A: Germination et développement de I'appressorium (photo réalisée au MEB, modifiée d’aprés van Kan, 2006) ; B:
Pénétration de B. cinerea dans les tissus de I'h6te par un stomate (photo réalisée au MO, modifiée d’aprés Fourie et Holz,
1994) ; C: Coussins d’infection (photo réalisée au MO, modifiée d’aprés Choquer et al., 2007). Ap : Appressorium; c:
Conidie ; Cl : Coussin d’infection ; St : Stomate ; TG : Tube Germinatif.



moment de la véraison, les baies se chargent en sucre et deviennent sensibles a I'attaque du
pathogéne. La contamination peut se faire soit par des conidies au niveau de blessures
(occasionnées par exemple par des lépidopteres comme les tordeuses de la grappe ou par
les intempéries), ou dans la zone péristomatique, soit par du mycélium présent sur des
débris végétaux au niveau des grappes. A la fin de I'été, au moment de la récolte, le
champignon se développe par contamination de proche en proche a partir des foyers actifs,
on parle alors de développement explosif. A la fin de I'automne, le champignon forme des
sclérotes, organe de conservation formé de mycélium compact (Coley-Smith et Cooke,
1971). Les sclérotes ainsi que des fragments mycéliens sous-épidermiques sont conservés
pendant toute la durée de I'hiver. Au printemps, la hausse des températures (15-20°C) et
I'humidité, offrent des conditions favorables au développement des sclérotes et du
mycélium qui produisent alors des conidiophores sur lesquels se forment des conidies, qui

vont pouvoir étre disséminées a leur tour (Holz et al., 2007).

2. Mode d’infection :
B. cinerea est capable d’infecter des tissus vivants sains qu’il finit par détruire (il est
qualifié alors de parasite nécrotrophe), des tissus morts (il est qualifié dans ce cas de
saprophyte) mais aussi des tissus blessés ou infectés par une autre maladie (il est qualifié

d’opportuniste).

Pour infecter des tissus vivants sains, B. cinerea doit pénétrer mécaniquement dans
la plante. Aprées avoir adhéré a la surface, si les conditions sont favorables, une conidie peut
germer, et former un appressorium (Figure 3A ; Mendgen et Deising, 1993 ; Cotoras et Silva,
2005 ; van Kan, 2006). Cette structure ne semble pas capable de pénétrer les tissus par la
seule pression mécanique contrairement a ce qui est observé pour la majorité des
champignons formant des appressoriums. Pour pénétrer dans la plante, I'appressorium de B.
cinerea sécréte de nombreuses enzymes, décrites dans le paragraphe suivant, capables de
dégrader la surface de celle-ci (van Kan, 2006 ; Choquer et al., 2007 ; Espino et al., 2010).
Une autre structure produite par ce champignon appelée selon les auteurs « infection
cushions », appressorium complexe (Figure 3C; Choquer et al.,, 2007), ou encore « claw-

like » (Kunz et al., 2006) pourrait étre impliquée dans la pénétration des tissus végétaux.
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Cette structure forme un amas d’hyphes courts, multi-cloisonnés, et orientés

perpendiculairement a la surface de la plante infectée (Hegedus et al., 2005).

B. cinerea peut également infecter les tissus sains par les ouvertures naturelles de la
plante telles que les stomates chez la nectarine (Figure 3B ; Fourie et Holz, 1994 ; Holz et al.,
2007) mais il peut aussi infecter via des blessures. Ces blessures peuvent avoir été
occasionnées par les conditions climatiques, les insectes, les animaux ou encore d’autres
agents pathogénes (Holz et al., 2007). De plus, des études menées sur des fleurs de vigne
infectées artificiellement ont montré que les réceptacles floraux, apres la chute des
capuchons, seraient des sites d’infection privilégiés (Viret et al., 2004 ; Viret et al., 2010). En
effet, en se détachant du réceptacle floral, le capuchon laisse une petite blessure, favorable

a la pénétration du pathogene.

3. Enzymes et métabolites impliqués dans l'infection :

Au cours de l'infection, B. cinerea va sécréter un grand nombre de protéines et de
métabolites (van Kan, 2006 ; Choquer et al., 2007, Espino et al., 2010). Pour la plupart, les
protéines produites au cours de l'infection servent a dégrader la paroi végétale et sont
communément appelées CWDE (Cell Wall Degrading Enzymes). Celles-ci vont notamment
favoriser la pénétration de I'agent pathogene a l'intérieur de la plante et permettre la
libération de glucides nécessaires a son développement (Annis et Goodwin, 1997 ; van Kan,
2006 ; Choquer et al., 2007). B. cinerea va aussi produire des métabolites toxiques qui vont

directement contribuer a la mort des cellules végétales.

Il est a noter que la plupart des enzymes de dégradation sont codées par des familles
multigéniques et que le champignon se comporte différemment selon ses hétes, ce qui rend

difficile I'étude de leur role dans la virulence (Choquer et al., 2007).
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a. Enzymes impliquées dans la pénétration de la surface de I’hote :

La premiéere barriére rencontrée par le pathogéne lors de l'infection est la cuticule,
composée de cutine et de cire. Deux types d’enzymes sont impliqués dans sa dégradation,

des lipases et des cutinases.

Une lipase (Lip1) produite par B. cinerea est capable d’hydrolyser les fonctions esters

des longues chaines d’acides gras insaturés composant la cire (Commeénil et al., 1995).

L'activité lipase de B. cinerea est inhibée in vitro par des anticorps anti-lipase. De plus, I'ajout
de ces anticorps a une suspension conidienne de B. cinerea, évite la formation de lésions lors
de linfection de la feuille de tomate en empéchant la pénétration de la cuticule par le
champignon (Comménil et al., 1998). Chez la vigne, B. cinerea sécrete une lipase lors de
I'infection de la feuille (Comménil et al., 1999). Cette lipase n’interviendrait pas seulement
dans la pénétration de la cuticule mais aussi dans la reconnaissance et I'adhésion a la surface
de la feuille (Comménil et al., 1999). Cependant, un mutant privé d’activité lipase par la
délétion de cette lipase (Lip1), est capable d’infecter des feuilles intactes de haricots et de
tomate, ce qui laisse a penser que celle-ci ne serait pas essentielle pour la pénétration de la

cuticule (Reis et al., 2005).

Les cutinases sont capables de dégrader la cutine, polymere d’acides gras en Cy¢ et
Cis, contenue dans la cuticule (Annis et Goodwin, 1997). Néanmoins, la délétion d’'une

cutinase (CutA) chez B. cinerea ne réduit pas la virulence de celui-ci (van Kan et al., 1997).

Aprés la cuticule, le champignon doit franchir la paroi végétale composée
principalement de pectine, de cellulose et d’hémicellulose. Pour cela B. cinerea possede de
nombreuses enzymes capables de dégrader ces constituants, les CWDE (Cell Wall Degrading
Enzymes). Celles-ci sont composées de pectinases, de cellulases et d’hémicellulases (Kars et

van Kan, 2007).

Les pectines, composants majeurs de la paroi végétale, sont composées
d’homogalacturonans et de rhamnogalacturonans. Les homogalacturonans trés méthylés
sont les pectines et les peu méthylés sont les pectates. Les enzymes capables de dégrader
ces composés sont appelées pectinases. Lors de linfection, B. cinerea va sécréter de

nombreux types de pectinases, chacune ayant un réle spécifique dans la dégradation (Kars
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et van Kan, 2007). La plupart des pectinases ne sont pas capables de dégrader les pectines
tres méthylées. C'est pourquoi B. cinerea va sécréter des pectines methylesterases (PME)
qui vont transformer les pectines en pectates afin de faciliter la dégradation par les autres
pectinases (Valette-Collet et al., 2003). Cependant, un mutant incapable de produire deux
PME (BcPME1 et BcCPME2) n’est affecté ni dans sa croissance ni dans sa virulence (Kars et al.,
2005a). Pour dégrader la pectine, B. cinerea produit des polygalacturonases, des pectate
lyases, des pectine lyases, des polymethylgalacturonases ainsi que des
rhamnogalacturonases (Annis et Goodwin, 1997 ; Fernandez-Acero et al., 2010 ; Espino et
al., 2010; Li et al., 2012). B. cinerea posséde six genes codant des endopolygalacturonases
(Kars et al., 2005b). Cing des six endopolygalacturonases de B. cinerea ont été produites
chez Pichia pastoris (Kars et al., 2005b). Il a été montré que deux d’entre elles (BcPG1 et
BcPG2) provoquent une macération rapide et massive sur feuilles de feve (Kars et al.,
2005b). La délétion de BcPG1 réduit la virulence du champignon chez la tomate et la pomme
(ten Have et al., 1998 ) et celle de BcPG2 chez la tomate et la féve (Kars et al., 2005b). La co-
expression chez le tabac d’un inhibiteur de polygalacturonase de vigne (VPGIP1) et de
BcPG2 a montré, sur feuille, une réduction des symptomes provoqués par BcPG2 (Joubert et
al., 2007). Ces deux endopolygalacturonases semblent donc étre importantes pour la
virulence de B.cinerea. L’endopolygalacturonase 1 de B. cinerea (BcPG1) active, sur cultures
cellulaires de vigne (Vitis vinifera cv. Gamay), l'induction des réponses de défense de la

plante (Poinssot et al., 2003).

La cellulose quant a elle, peut étre dégradée par des cellulases comme des
endoglucanases, des cellobiohydrolases et des B-glucosidases qui vont la réduire en
molécules de cellobiose et de glucose. La délétion d’une cellulase n’affecte pas la virulence
du champignon (Espino et al., 2005) et aucune cellobiohydrolase n’est produite lors de
I'infection de la feuille de tomate (Kars et van Kan, 2007), ce qui suggere que ces deux

enzymes ne sont pas nécessaires lors de 'infection.

Les hémicelluloses, composées de xylane et d’arabinane, peuvent étre dégradées par
des hémicellulases comme des xylanases ou des arabinases. La mutation d’'un géne codant
une xylanase (Xyn11A) chez B. cinerea, réduit la virulence du champignon sur feuille de

tomate et baies de raisin (Brito et al., 2006). Sa contribution dans la virulence provient de sa
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capacité a induire des nécroses sur les tissus végétaux et non a son activité xylanase (Noda

etal., 2010).

b. Les métabolites toxiques :

B. cinerea produit de nombreux métabolites toxiques capables de provoquer la mort
cellulaire, le plus connu étant le sesquiterpene botrydial (Amselem et al., 2011). Celui-ci est
produit pendant l'infection de la plante, provoque une chlorose des tissus et |'éclatement
des cellules, ce qui va faciliter la pénétration ainsi que la colonisation de la plante
(Colmenares et al., 2002 ; Choquer et al., 2007). Cependant, cette toxine aurait une
importance différente selon les souches. En effet certaines ont besoin de botrydial pour
infecter la plante alors que d’autres souches non (Deighton et al., 2001 ; Siewers et al.,

2005).

B. cinerea, tout comme son proche parent Sclerotinia sclerotiorum, est connu comme
étant un champignon acidificateur, producteur d’acides organiques tels que I'acide citrique,
I'acide succinique, I'acide malique ou encore I'acide oxalique (Verhoeff et al., 1988). Grace a
ces acides, le champignon est capable d’acidifier son environnement afin de stimuler la
production et l'activité de nombreuses enzymes sécrétées comme des pectinases, des
protéases, des laccases ou encore des polygalacturonases (Cessna et al., 2000 ; Manteau et
al., 2003 ; Rolland et al., 2009). Chez S. sclerotiorum, il a été montré que l'acide oxalique
supprime le burst oxydatif et induit la mort cellulaire programmée de son hoéte afin de
faciliter son infection (Cessna et al.,, 2000; Kim et al., 2008). L'utilisation d’arabettes
surexprimant une oxalate decarboxylase, a également montré chez B. cinerea, que l'acide
oxalique serait capable de supprimer le burst oxydatif (L’Haridon et al., 2011). Une étude
menée a la fois sur S. sclerotiorum et B. cinerea lors de I'infection de cotylédons de tournesol
indiquerait que B. cinerea acidifierait principalement grace aux acides succinique et citrique
alors que S. sclerotiorum utiliserait principalement I'acide oxalique (Billon-Grand et al.,

2011).

En plus de ces composés toxiques, B. cinerea est capable de produire des formes

activées de I'oxygéne (FAO) telles que le peroxyde d’hydrogéne. Celui-ci est produit pendant
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I'infection, lors de la germination des conidies et dans ses « infection cushions » (Choquer et
al., 2007). Un mutant incapable de sécréter une superoxyde dismutase (BcSOD1), 'enzyme
responsable de la production d’H,0,, posséde une virulence réduite sur feuilles de haricots

(Rolke et al., 2004).

c. Contournement et utilisation des défenses de la plante :

La plante est capable de mettre en place de nombreuses réponses de défense pour
se protéger lors de 'infection par un agent pathogene (Cf. Il.). Cependant, certaines études
suggérent que B. cinerea développerait des mécanismes pour contourner certaines de ces

réactions de défense.

Lors de linfection, la plante produit des molécules issues du métabolisme
secondaire, comme le resvératrol chez la vigne, connu pour son activité contre B. cinerea
(Adrian et al., 1997 ; Adrian et Jeandet, 2012). Pour détoxifier cette molécule, B. cinerea
sécrete des enzymes telles que des stilbenes oxydases et des laccases capables de contrer
cette défense phénolique (Goetz et al., 1999 ; Kars et van Kan, 2007). De plus, il possede des
transporteurs tels que des « ATP-binding cassette transporters » et des « major facilitator
proteins » capables d’excréter hors de la cellule des métabolites toxiques tels que le

resvératrol (de Waard, 1997 ; Schoonbeek et al., 2001).

Une protéine de la famille des cerato-platanines ainsi qu’un exopolysaccharide (EPS),
respectivement identifiés chez B. cinerea lors de l'infection du tabac (Shah et al., 2008 ; Frias
et al., 2012) et de la tomate (El Qirdi et al., 2011), seraient capables d’induire la synthése
d’acide salicylique (SA) chez la plante (Frias et al., 2012 ; El Qirdi et al., 2011). Comme il le
sera expliqué dans la partie Il. 2. b. ii., le SA est un antagoniste de |'acide jasmonique (JA),
phytohormone responsable de la mise en place des défenses contre les agents pathogénes
nécrotrophes (Glazebrook, 2005). Ainsi le pathogéne réprime les réponses de défenses
potentiellement actives contre lui. Le SA est aussi responsable de la mise en place de la
réponse hypersensible connue pour faciliter l'infection de la plante par B. cinerea en

provoquant la mort des cellules au niveau du point d’infection (Govrin et Levine, 2000).

28






Comme évoqué précédemment, lors de [linfection, B. cinerea sécrete une
endopolygalacturonase (BcPG1) capable d’induire des réponses de défense de la plante
(Poinssot et al., 2003). Celle-ci induit notamment la production et I'accumulation de formes
activées de I'oxygene (FAO) connues pour favoriser l'infection par les agents pathogenes

nécrotrophes tels que B. cinerea (Govrin et Levin, 2000).

Tres récemment, il a été montré que B. cinerea produit des petits ARN capables de
détourner la machinerie d’ARN interférence de I'arabette et de la tomate afin de supprimer
I'induction de I'expression de certains genes impliqué dans la défense, notamment des
kinases impliquées dans les cascades de signalisation, et une peroxiredoxine impliquée dans
la détoxification d’'un FAO, I'H,0, (Weiberg et al., 2013). Aussi, ces petits ARN fongiques

pourraient étre considérés comme des effecteurs.

En réponse a l'infection, la plante produit également des protéines PR, avec un
spectre d’action tres large (cf Il. 2. c. iv.). B. cinerea, est capable de produire des protéases,
et plus particulierement des protéases aspartiques, qui pourraient étre capables de dégrader
celles-ci. Movahedi et Heale (1990) ont montré que I'ajout d’un inhibiteur de protéases
aspartiques, la pepstatine, a I'inoculum réduit drastiquement l'infection de la carotte par B.
cinerea. Aussi, les protéases sécrétées par B. cinerea pourraient avoir un role important lors
de l'infection, notamment en dégradant les protéines de défenses de la plante. Notre étude
se basant sur cette hypothése, nous nous intéresserons plus en détails aux différentes

protéases sécrétées par B. cinerea dans la partie suivante.
4. Les protéases :

Les protéases représenteraient 2% des protéines produites chez tous les organismes,
que ce soit les plantes, les animaux ou les micro-organismes (Chye et al., 2006). Celles-ci
sont impliquées dans de nombreux phénoménes biologiques incluant une protéolyse tels
gue le « turnover » protéique, la maturation de protéines, la transduction du signal, la mort
cellulaire programmée, le développement, ou encore les processus de symbiose (Gomes et

al., 2011 ; Volpicella et al., 2011 ; Schaller et al., 2012 ; Tsiatsiani et al., 2012).

La classification fournie par la base de données MEROPS est de plus en plus utilisée

au sein de la communauté scientifique (http://merops.sanger.ac.uk) (Rawlings et al., 2012).
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Cette base de données, régulierement mise a jour, regroupe de nombreuses informations
sur les protéases ainsi que leurs substrats (Rawlings, 2010). Ce site fournit une classification
ainsi qu’une nomenclature pour les protéases.

Ainsi, les protéases sont actuellement divisées en 9 classes regroupées selon leur
mécanisme catalytique. Les différentes classes de protéases sont les protéases aspartiques
(A), les protéases a cystéine (C), les protéases glutamiques (G), les métalloprotéases (M), les
protéases a asparagine (N), les mixed (P), les protéases a sérine (S), les protéases a thréonine
(T) ainsi gu’une derniére nommeée « unknown », comprenant les protéases sans site

catalytique identifié (U).

Chaque classe comprend différentes familles. Une famille étant un ensemble de protéines
homologues, identifiée par une lettre représentant le type catalytique des enzymes
protéolytiques qu'il contient avec un numéro unique. Les protéases sont aussi réparties en
clans, définis comme tel par MEROPS : « Un clan contient toutes les protéases qui sont
apparues a partir d'une seule origine évolutive. Il contient une ou plusieurs familles
possédant des relations évolutives du fait de leurs structures tertiaires similaires, ou lorsque
ces structures ne sont pas disponibles, selon l'ordre des résidus du site catalytique présent

et souvent selon les motifs encadrant ces sites catalytiques. »

D’apreés la base de données MEROPS, B. cinerea possede pas moins de 252 protéases
réparties en 60 familles réunies en 7 classes. Il s’agit des protéases aspartiques, glutamiques,
des protéases a cystéine, a sérine et a thréonine, ainsi que des métalloprotéases et des
mixed.

Dans cette étude nous nous focaliserons sur les protéases sécrétées par le
champignon. En effet, dans la perspective d’étudier le réle des protéases fongiques dans la
dégradation des protéines de défense de la plante, seules les protéases sécrétées sont prises
en considération. L'analyse du génome de B. cinerea par Amselem et al., (2011) a permis de
s’'intéresser aux protéases potentiellement sécrétées par le champignon en se basant sur la
prédiction de la présence d’un peptide signal. Ainsi, B. cinerea serait capable de sécréter 49
protéases réparties en 19 familles réunies en 5 classes. |l s’agit des protéases aspartiques,
glutamiques, des protéases a cystéine et a sérine ainsi que des métalloprotéases. Aussi,

seules ces familles de protéases seront détaillées.
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Pour chacune d’elles, nous présenterons un bref descriptif de la famille puis nous nous

pencherons plus particulierement sur les protéases de ces familles connues chez B. cinerea.

i. Les protéases aspartiques (A):

Chez les protéases aspartiques, les acides aminés essentiels a la catalyse sont deux
aspartates. Il existe a ce jour 16 familles de protéases aspartiques selon MEROPS. La famille
la plus représentée est celle de la pepsine (A1) (Rawlings et Barrett, 1993), elle est présente
dans tout le régne vivant. La pepsine est la protéase majoritaire retrouvée dans I'estomac de
tous les vertébrés. L'enzyme active est produite a partir de pepsinogéne qui, par
autocatalyse en présence d’acide hydrochlorique, va former la pepsine (Rao et al., 1998) . La
grande majorité des protéases de cette famille est active a pH acide (Rao et al., 1998) et a la

particularité d’ étre inhibée par la pepstatine (Umezawa et al., 1970 ; Davies, 1990).

D’aprés MEROPS, B. cinerea possederait 24 protéases aspartiques réparties en trois
familles. Les protéases aspartiques sécrétées par B. cinerea quant a elles font toutes partie
de la famille Al représentée par la pepsine (ten Have et al., 2010 ; Amselem et al., 2011). B.
cinerea possede 13 protéases aspartiques sécrétées (ten Have et al.,, 2010 ; Amselem et al.,
2011). Certaines seraient sécrétées dans le milieu extérieur (BcAP1, 5, 7, 8, 9 et 10), et
d’autres seraient sécrétées mais resteraient attachées a la membrane plasmique (BcAp3, 4,
11 et 13) (ten Have et al., 2004 ; ten Have et al., 2010). Ces protéases sont produites sous
forme de pro-peptides capables de se maturer en enzymes fonctionnelles a pH acide (ten
have et al., 2010 ; van Sluyter et al., 2013), le pH optimal pour leur activité protéolytique
(Manteau et al., 2003). Un des membres de cette famille constitue a lui seul plus de 20 % des
protéines sécrétées par le champignon dans différentes conditions de cultures, il s’agit de
BcAp8 (ten Have et al., 2010 ; Espino et al., 2010). Celle-ci est retrouvée en grande quantité
dans de nombreux sécrétomes réalisés dans différentes conditions. En effet, BcAp8 est
produite dans des sécrétomes en présence de cellulose, pectine, amidon, glucose, paroi
végétale de tomate (Fernandez-Acero et al., 2010), d’extrait de fraise et d’arabette (Shah et
al., 2009) mais aussi en présence de métaux lourds comme le cadmium (Cherrad et al.,

2012). Elle est sécrétée par différentes souches de B. cinerea (Gonzalez-Fernandez et al.,
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2013) et est trés représentée dans des sécrétomes de B. cinerea a pH 4 mais elle est absente

a pH 6 et 7 (Billon-Grand et al., 2011 ; Li et al., 2012).

Un mutant de B. cinerea ne produisant plus BcAp8 posséde une activité protéase
aspartique réduite de 70 % mais n’est pas moins virulent que la souche sauvage (ten Have et
al., 2010). D’autres mutants ne produisant plus les protéases aspartiques 1 a 5 et des
doubles mutants ne produisant plus deux d’entre elles nont montré aucune perte de

virulence (ten Have et al ., 2010).

Trés récemment, il a été montré que la protéase BcAp8, produite de fagon
hétérologue en levure Pichia pastoris, dégrade une chitinase de vigne présente dans le vin,

chitinase réputée résistante a la dégradation (van Sluyter et al., 2013).

ii. Les protéases a sérine (S) :

Les protéases a sérine, pour la plupart, comportent dans leur site actif trois résidus
essentiels a la catalyse, il s’agit d’'une sérine, d’une histidine et d’un aspartate (Rawlings et
Barrett, 1993). Ces trois acides aminés forment la triade catalytique. Les protéases a sérine
sont organisées en 53 familles selon MEROPS. Les deux familles les plus représentées sont
celles de la chymotrypsine et de la trypsine (S1) et celle de la subtilisine (S8) (Rao et al.,
1998). Les protéases a sérine sont présentes aussi bien chez les bactéries, les archae, les
champignons, les plantes, les animaux et les virus (Hedstrom, 2002). La trypsine et la
chymotrypsine sont des enzymes digestives responsables de I'hydrolyse des protéines

alimentaires (Rao et al., 1998).

D’aprés MEROPS, B. cinerea possederait 65 protéases a sérine regroupées en 13
familles. L'étude de son génome montre que seulement 23 protéases regroupées en 9

familles seraient susceptibles d’étre sécrétées (Amselem et al., 2011).

Les plus souvent rencontrées dans les études protéomiques de sécrétomes de B.
cinerea sont les protéases a sérine de type subtilisine (S8) et sedolisine (S53) (Shah et al.,
2008 ; Espino et al., 2010 ; Fernandez-Acero et al., 2010 ; Li et al., 2012). Ces deux familles
sont regroupées au sein du méme clan selon la base de données MEROPS, le clan des

subtilases. Ces deux familles dériveraient donc d’un ancétre commun (Siezen et al., 2007).
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Néanmoins, il est a noter que toutes les bases de données ne différencient pas
systématiquement ces deux familles de protéases. En effet, les bases de données Pfam,

Interpro, UniProt et PROSITE identifient les sedolisines de B. cinerea en tant que subtilisine.

Les subtilisines (S8) sont caractérisées par leur triade catalytique composée d’un
aspartate, d’une histidine et d’une sérine (Asp-His-Ser). Les membres de cette famille sont
actifs de pH neutre a alcalin (Siezen et al., 2007).

Les sedolisines (S53) possedent une triade catalytique différente, composée d’un
acide glutamique, d’un aspartate et d’une sérine (Glu-Asp-Ser). Contrairement aux
subtilisines, les membres de cette famille sont actifs a pH acide (Siezen et al., 2007 ; Oda,
2012).

Ainsi, suivant I’'environnement dans lequel va évoluer le champignon, il ne sécrétera
pas les mémes familles de protéases a sérine. La comparaison de sécrétomes de B. cinerea
cultivé avec différents extraits végétaux montre que les protéases acides dont des
sédolisines et les subtilisines ne sont pas retrouvées dans les mémes sécrétomes (Shah et al.,
2008). Les protéases acides sont présentes dans le sécrétome additionné de feuilles
d’arabettes alors que les subtilisines sont retrouvées dans le sécrétome additionné de fraise
(Shah et al., 2008). La comparaison de protéines sécrétées par B. cinerea en fonction du pH a
montré qu’a pH4, celui-ci produit principalement des protéases acides dont des sédolisines,
alors qu’a pH6 il sécrete des subtilisines (Li et al., 2012).

Lors de l'infection de cotylédons de tournesol par B. cinerea, I'expression d’'une
subtilisine (BcSerl1) est induite en fin d’infection lorsque le pH atteint la neutralité. Au
contraire, I'expression d’une sedolisine est induite quand le pH est au plus bas et diminue

lorsque celui-ci augmente (Billon-Grand et al., 2011).

iii. Les protéases a cystéine (C):

Ces protéases comportent dans leur site actif deux acides aminés essentiels a la
catalyse, il s’agit d’'une cystéine et d’une histidine (Rao et al., 1998). Selon MEROPS, il y a
actuellement 78 familles de protéases a cystéine. Les familles les plus étudiées sont celles de
la Papaine (C1) et des Caspases (C14). Les caspases sont notamment connues pour leur role

déterminant lors de I'apoptose (Cohen, 1997). Les protéases a cystéine sont présentes aussi
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bien chez les eucaryotes que chez les procaryotes (Beers et al., 2004). Le pH optimal de la

plupart des membres est un pH neutre (Rao et al., 1998).

D’apres MEROPS, B. cinerea possederait 78 protéases a cystéine regroupées en 16
familles. L'étude de son génome montre qu’une seule de ces protéases a cystéine serait
susceptible d’étre sécrétée (Amselem et al., 2011). Cependant, cette protéase n’a, a ce jour,
jamais été retrouvée lors des différentes études protéomiques réalisées sur des sécrétomes
de B. cinerea (Shah et al., 2009a ; Shah et al., 2009b ; Espino et al., 2010 ; Fernandez-Acero
et al., 2010 ; Cherrad et al., 2012 ; Li et al., 2012 ; Gonzalez-Fernandez et al., 2013). De plus,
a notre connaissance, aucune étude n’a révélé la présence d’une protéase a cystéine lors de

I'interaction plante/ B. cinerea.

iv.  Les protéases glutamiques (G):

Ces protéases sont aussi nommeées Eqolisines d’apreés les acides aminés présents dans
leur site catalytique, le glutamate (E) et la glutamine (Q) (Sims et al., 2004 ; Kataoka et al.,
2005 ; Oda, 2012). Selon MEROPS, il y a actuellement 2 familles de protéases glutamiques.
Tout comme les protéases aspartiques citées précédemment, elles sont actives a pH acide,
mais sont insensibles a la pepstatine (Kataoka et al., 2005). La plupart des membres de cette
famille sont présents principalement chez les champignons filamenteux phytopathogénes de
type Ascomyceétes tels que B. cinerea et S. sclerotiorum (Sims et al., 2004 ; Oda et al., 2012).
Le premier membre de cette famille, la scyalidopepsine, a été identifié chez le champignon
lignivore Scytalidium lignicolum (Murao et al., 1972). C'est pourquoi la fonction biologique
des membres de cette famille est corrélée a la dégradation des protéines contenues dans le

bois (Oda, 2012).

D’aprés MEROPS, B. cinerea possederait 4 protéases glutamiques faisant toutes
parties de la méme famille, la famille G1. Cependant, seulement deux d’entre elles seraient

potentiellement sécrétées (Amselem et al., 2011).

Un géne codant une protéase glutamique, Ssacpl, a été identifié chez S. sclerotiorum
(Poussereau et al., 2001). Il a été montré que I'expression de cette protéase est induite au
cours de l'infection de cotylédons de tournesol par S. sclerotiorum. De plus, cette expression

ne serait induite qu’a un pH inférieur a 5, c’est-a-dire au pH optimal pour son activité
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(Poussereau et al., 2001). Cette méme étude a également montré que son expression serait
inhibée par le glucose et I'azote mais induite par des extraits végétaux. Un mutant de B.
cinerea contenant le géne codant pour la GFP (Green Fluorecent Protein) sous le contréle du
promoteur du géne Ssacpl de S. sclerotiorum a été réalisé par agro-transformation (Rolland
et al., 2003). L'analyse de ce mutant a confirmé que Ssacpl ne s’exprime qu’a pH acide, sans

source d’azote et que la présence de tissus végétaux induit la production de la protéine.

Chez B. cinerea, un géne codant une protéase glutamique, BcAcpl, a également été
identifié (Rolland et al., 2009). Celui-ci s’exprime lors de l'infection de la pomme et son
expression n’est induite qu’en conditions acides (Rolland et al., 2009). Cette méme étude
montre que cette protéine, d’abord produite sous forme de pro-enzyme de 35 kDa, serait
maturée en une protéine fonctionnelle de 28 kDa a pH acide (Rolland et al., 2009). Cette
protéase est également exprimée lors de I'infection de cotylédons de tournesol mais celle-ci

est réprimée dés que le pH atteint la neutralité (Billon-Grand et al., 2011).

Cette protéine BcAcpl a été identifiée dans des sécrétomes de B. cinerea réalisés en

présence de glucose, d’extrait de tomate ou de kiwi (Espino et al., 2010).

v. Les métalloprotéases (M) :

Les membres de cette famille ne possedent pas de site catalytique défini. Ils sont
caractérisés par la présence obligatoire d’un ion métallique divalent nécessaire a leur activité
(Rao et al., 1998). Selon MEROPS, 69 familles de métalloprotéases sont connues a travers

tout le régne vivant.

D’aprés MEROPS, B. cinerea possederait 88 métalloprotéases regroupées en 23
familles. L'étude de son génome montre que 9 de ces métalloprotéases, regroupées en 7
familles, seraient susceptibles d’étre sécrétées (Amselem et al., 2011). Une étude
protéomique, visant a étudier les protéines sécrétées par B. cinerea en présence de
différents métaux lourds, a montré que des métalloprotéases sont exprimées en présence
de cuivre et de zinc (Cherrad et al., 2012). Les auteurs suggérent que ces enzymes pourraient
avoir un réle protecteur contre la toxicité des métaux lourds par leur capacité a piéger ceux-

ci (Cherrad et al., 2012).
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Diverses études montrent également la présence de métalloprotéases dans des sécrétomes
de B. cinerea, cultivé notamment en présence de glucose, d’extraits de tomate et de kiwi
(Espino et al., 2010), a pH4 et a pH6 (Li et al., 2012) mais aussi en présence d’un extrait de
paroi végétale de tomate (Fernandez-Acero et al., 2010). Cependant, a ce jour, aucune étude

ne s’est intéressée a ces protéases lors d’une interaction plante/ B. cinerea.

5. Méthodes de lutte contre B. cinerea chez la vigne :

Grace a toutes ces « armes », B. cinerea provoque de nombreux dégats sur les
récoltes. Aussi, pour limiter le développement de la maladie, les viticulteurs combinent
I'action de mesures préventives a celles de produits phytosanitaires. Les mesures
prophylactiques ont pour objectif de prévenir I'apparition ou la propagation des maladies.
Parmi celles-ci sont retrouvées la maitrise de I'apport en azote, le contréle de I'enherbement
ou encore |'effeuillage. Ces parametres peuvent en effet agir sur I'apparition des maladies
dont la pourriture grise. Ces mesures peuvent étre suffisantes dans les parcelles ou le risque
est faible. Cependant, dans des zones géographiques favorables au développement de la
maladie comme en Champagne, I'utilisation de produits phytosanitaires est nécessaire. Leur
application est généralement recommandée a la fin de la floraison (BBCH69), pour empécher
I'installation du champignon au niveau des capuchons floraux, a la fermeture de la grappe
(BBCH77) mais aussi a la véraison (BBCH81) (Viret et al., 2010). Cependant l'utilisation
massive de ces produits provoque des phénomeénes de résistance chez le champignon
(Leroux et al., 2007). Pour limiter ce probleme, les applications de différentes matieres
actives sont alternées et le nombre de traitements est réduit a un ou deux par an. Mais ce
phénomeéne de résistance chez le champignon n’est pas le seul probléme. En effet, ceux-ci
sont souvent néfastes pour I'environnement (Bony et al., 2008) mais aussi pour la santé
humaine. lls ont aussi une incidence sur la physiologie de la vigne elle-méme (Petit et al,,
2009) et ne sont pas toujours suffisants pour empécher le développement de la maladie. Des
méthodes complémentaires ou alternatives, plus respectueuses de I'environnement et de la
santé humaine, doivent donc étre développées. Parmi celles-ci, des méthodes basées sur la

stimulation des défenses naturelles de la vigne sont a I'étude.
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Les défenses naturelles des plantes peuvent en effet étre stimulées par I'application
d’éliciteurs ou SDN (Stimulateurs de Défenses Naturelles). Ces produits vont agir tel un
« vaccin » pour stimuler les défenses avant I'arrivée de la maladie. A ce jour, des résultats
encourageants sont obtenus en laboratoire (Sanchez et al, 2012). Néanmoins, la
transposition de ces techniques au vignoble s’est révélée décevante.

La lutte biologique quant a elle nécessite I'utilisation d’organismes qui vont agir
directement contre les agents pathogénes et/ou stimuler les défenses naturelles de la
plante. Cette approche est prometteuse pour lutter contre les infections fongiques.
L'utilisation de bactéries telles que Burkholderia (Ait Barka et al., 2002), Acenitobacter,
Pantoea et Pseudomonas (Magnin-Robert et al., 2007) induit I'expression de nombreux
génes de défense de la plante et accroit la résistance de la vigne contre des agents
pathogénes fongiques dont B. cinerea.

Cependant, l'utilisation de ces moyens de lutte alternatifs a la lutte chimique
nécessite de mieux comprendre les mécanismes de défense des plantes afin de cibler les

défenses efficaces contre B. cinerea.
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I. Les défenses des plantes :

Les plantes sont constamment en contact avec de nombreux agents pathogenes et
ravageurs tels que des bactéries, des champignons, des virus, des nématodes ou encore des
insectes. Pour s’en protéger, elles disposent de défenses préformées mais peuvent aussi
induire des défenses en réponse a I'agression. Les nombreuses études réalisées a ce jour ont
montré la complexité de la mise en place des défenses des plantes (Pieterse et al., 2009 ;
Thomma et al., 2011). Cette synthése bibliographique n’en présentera donc qu’un schéma
global, en prenant comme exemple, dans la mesure du possible, I'interaction entre la vigne
et Botrytis cinerea. Une premiére partie présentera les défenses préformées de la plante et

une seconde présentera les défenses induites suite a I'infection.

1. Défenses préformées :

Les plantes posseédent des défenses dites préformées ou passives qui forment les
premiers remparts face aux attaques des agents phytopathogenes ou des ravageurs. Elles
comprennent des barriéres physiques et des barriéres chimiques.

Au sein des barriéres physiques, la premiére est la cuticule. Celle-ci est une fine
membrane composée de cutine et de cires. Elle forme une barriere hydrophobe entre la
plante et le milieu extérieur, contrélant ainsi la perte d’eau de la plante (Riederer et
Schreiber, 2001). Elle est aussi la premiere défense a laquelle les pathogénes vont étre
confrontés (Kolattukudy, 1985). En effet, pour pouvoir atteindre les cellules végétales, ceux-
ci vont devoir préalablement traverser cette cuticule. L’altération de celle-ci au niveau d’une
blessure facilite alors leur entrée. Il a été observé ainsi que I'entrée des pathogeénes dans la

plante se faisait généralement par une blessure (Kolattukudy, 1985).
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La seconde barriere physique est la paroi pectocellulosique. Celle-ci est composée
d’un réseau complexe de polymeres polysaccharidiques tels que la cellulose, 'hémicellulose
et les pectines, mais aussi de lignine et de protéines (Figure 4) (Heredia et al., 1995).
L'analyse de sa structure permet de distinguer deux parties principales se formant
successivement, la paroi primaire et la paroi secondaire. Cette structure complexe et semi-
rigide encercle la membrane plasmique. Elle permet a la cellule de résister a des pressions
internes et / ou externes, et représente une barriére structurelle contre les agents
pathogénes (Heredia et al., 1995).

Les barrieres chimiques quant a elles, comprennent de divers composés
antimicrobiens faisant également partie des défenses constitutives. Une grande variété de
molécules, issues notamment du métabolisme secondaire et possédant des propriétés
antibiotiques, constitue les phytoanticipines (van Etten et al., 1994). Chez la vigne, le
resvératrol, présent de maniére constitutive dans plusieurs organes tels que les racines, les
rameaux ou les baies (Langcake et Pryce, 1976 ; Bavaresco et al., 1999) mais aussi inductible
(cf. 2. c. 2.), est capable a lui seul de limiter la germination et la croissance mycélienne de B.

cinerea (Adrian et al., 1997 ; Coutos-Thévenot et al., 2001 ; Adrian et Jeandet, 2012).

2. Défenses inductibles :

La mise en place des défenses induites lors de I'attaque d’un agent pathogéne
nécessite la perception de ce stress et la transmission de lI'information via des voies de
signalisation. Le signal de I'agression est alors transmis a la machinerie cellulaire qui va, via
un ensemble d’événements précoces et tardifs, aboutir a la mise en place des réponses de
défense (Figure 5). Nous allons décrire ces événements de maniére globale et les illustrer,

dans la mesure du possible, avec des exemples sur la vigne et B. cinerea.

a. Perception de I'agression :
Les plantes, comme les animaux, sont capables de percevoir et de reconnaitre le non-
soi et le soi modifié. Cette reconnaissance induit la mise en place des mécanismes de

défense (Jones et Dangl, 2006), et définit I'immunité.
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Figure 5: Principaux événements caractérisant la mise en place des défenses des plantes.
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Associated Molecular Patterns; MAPK: Mitogen-Associated Protein Kinase; FAO: Formes Actives de |'oxygene; NO:
Monoxyde d’azote; SA: Acide Salicylique; JA: Acide Jasmonique; ET: Ethyléne.



La perception de I'agression par un agent pathogene est généralement initiée par
I'interaction d’une molécule avec un récepteur membranaire. Ces récepteurs, aussi appelés
Pattern-Recognition Receptors (PRR), reconnaissent des motifs moléculaires issus des agents
pathogénes, les Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP). Cependant le terme
Microbial Associated Molecular Patterns (MAMP) lui est aujourd’hui préféré car des motifs
moléculaires similaires existent également chez les micro-organismes non pathogénes
(Mackey et McFall, 2006). L'interaction entre le récepteur membranaire et le PAMP/MAMP
va déclencher la PAMP/MAMP-Triggered Immunity (PTl), une premiére réponse immune
générale (Figure 6 a; Jones et Dangl, 2006 ; Boller et Felix, 2009 ; Pieterse et al., 2009). Il

s’agit ici de la reconnaissance du non-soi par la plante.

La nature de ces MAMP est variée. Il peut s’agir de glycoprotéines comme
I’endopolygalacturonase 1 de B. cinerea (Poinssot et al., 2003), d’oligosaccharides (Rabea et
al., 2003) ou de lipides (Zeidler et al., 2004 ; Varnier et al., 2009). lls peuvent provenir de la
paroi des champignons comme I'ergostérol ou les sphingolipides (Umemura et al.,, 2004 ;
Lyon, 2007 ; Zhang et al., 2010) ou encore de celle des bactéries comme les lipopeptides
(Ongena et al., 2007).

La PTI peut également étre déclenchée par des molécules endogénes modifiées par
I'attaque d’un agent pathogene. Elles sont appelées Damaged-Associated Molecular
Patterns (DAMP). Il peut s’agir par exemple d’oligogalacturonides ou de cellulose issus de la
dégradation de la paroi végétale par le pathogéne (Boller et Felix, 2009). Il s’agit donc de la

reconnaissance du soi modifié par la plante.

Cependant, certains agents pathogenes sont capables de contourner cette PTI en
produisant des effecteurs qui vont inactiver les récepteurs membranaires ou bloquer la
transmission du signal en aval (Jones et Dangl, 2006). Dans ce cas, les réponses de défense
sont bloquées et la maladie se développe. On dit alors que la plante est en état d’Effector-
Triggered Susceptibility (ETS), elle est donc sensible a I'agent pathogene (Figure 6 b). La
plante est néanmoins capable de percevoir les effecteurs de I'agent pathogene et peut alors
mettre en place une seconde vague d'immunité appelée Effector-Triggered Immunity (ETI),
lui permettant ainsi de ne pas développer la maladie (Figure 6 c).

Comme cité précédemment (cf. I.3.c.), il a été montré que B. cinerea est capable de

produire des petits ARN capables de supprimer I'expression de certains genes impliqués
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dans la cascade de signalisation de 'arabette et de la tomate (Weiberg et al.,, 2013). Ces

petits ARN fongiques pourraient donc étre considérés comme des effecteurs.

b. Transmission du signal :

Suite a la perception de l'agent pathogéne par la plante, des événements de
signalisation sont activés au niveau local et systémique. Ils peuvent étre divisés en deux
catégories, les événements précoces et les événements tardifs. Ces événements complexes
peuvent varier en fonction du modéle d’étude et leur répartition en deux catégories n’est

pas toujours évidente.
1. Les événements précoces :

Les événements précoces les plus couramment étudiés sont les flux ioniques, la
phosphorylation des protéines ainsi que la production de formes activées de I'oxygéne (FAO)

et de monoxyde d’azote (NO).
a. Lesfluxioniques:

La perception d’un stress est suivie par l'activation de canaux membranaires,
engendrant des flux ioniques essentiels a la mise en place des réponses de défense. Parmi
ces flux ioniques, I’élévation de la concentration intracellulaire en Ca® peut étre détectée
guelques secondes seulement aprés I'application d’un stress, suite a I'ouverture de canaux
calciques (Kudla et al., 2010 ; Dodd et al., 2011). Ce flux de Ca® provient d’un influx depuis le
milieu extracellulaire et d’un efflux a partir des réservoirs internes comme la vacuole et le
réticulum endoplasmique (White et Broadley, 2003). Cette variation calcique est une étape
trés importante dans la signalisation cellulaire et semble indispensable a I'induction des
réponses de défense (Tavernier et al., 1995 ; Faurie et al., 2009). Chez le tabac, une élévation
de la concentration calcique intracellulaire est retrouvée en réponse a un éliciteur, la
cryptogéine (Lecourieux et al., 2002 ; Garcia-Brugger et al., 2006). De la méme facon chez la
vigne, suite a la perception de I'endopolygalacturonase 1 de B. cinerea, une élévation de la
concentration calcique intracellulaire est également retrouvée (Vendelle et al., 2006). Ces

signaux calciques seraient décodés par des protéines dites senseurs telles que la
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calmoduline ou les CDPK (Calcium-Dependent Protein Kinase) (Kudla et al., 2010 ; Dodd et
al., 2011 ; Hashimoto et Kudla, 2011).

b. La phosphorylation de protéines: les

MAPK

Les MAPK jouent un réle essentiel dans les réponses de défense des plantes en tant
que voie de transmission du signal des récepteurs membranaires vers le noyau (Pitzschke et
al., 2009). Celles-ci vont activer des facteurs de transcription qui, une fois dans le noyau,
vont pouvoir modifier I'expression de génes de défense impliqués dans la synthése de
protéines PR, de phytoalexines ou encore dans le développement de la HR (Hypersensitive

Response) (Pitzschke et al., 2009).

Chez la vigne, il a été montré que deux MAPK sont activées suite a I’élicitation par la
laminarine (Aziz et al., 2003), une endopolygalacturonase de B. cinerea (Poinssot et al.,

2003) ou encore des rhamnolipides (Varnier et al., 2009).
c. Lesformes activées de I'oxygene :

La production de formes activées de I'oxygene (FAO) résulte de la consommation de
I’oxygene moléculaire. L'accumulation rapide de FAO dans les cellules constitue le « burst
oxydatif ». Celui-ci est mis en place suite a la perception de I'agent pathogéne et constitue
I'une des premiéres réponses cellulaires. Il fait intervenir trois formes principales de FAO : le
peroxyde d’hydrogene (H,0,), I'anion superoxyde (O,’) ainsi que le radical hydroxyle (HO)
(Lamb et Dixon, 1997 ; Scandalios, 2005). Les FAO interviennent notamment dans I'induction
de réponses de défense telles que la synthése de protéines PR ou de phytoalexines (Mehdy,
1994 ; Green et Fluhr, 1995 ; Tenhaken et al., 1995 ; Appel et Hirt, 2004 ; Aziz et al., 2004).
De plus, en raison de leur effet cytotoxique, les FAO peuvent agir directement contre les
agents pathogeénes (Mehdy, 1994 ; Lamb et Dixon, 1997). Cependant, chez le tabac, il a été
montré que les FAO favoriseraient I'expansion des lésions causées par l'infection par B.

cinerea (Asai et Yoshioka, 2009).
d. Le monoxyde d’azote (NO):

Le NO joue également un réle important dans la mise en place des réponses de

défense. En effet, celui-ci participe a |’élévation de la concentration de calcium cytosolique
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(Lamotte et al., 2004 ; Garcia-Brugger et al., 2006 ; Lamotte et al., 2006), a I'expression de
génes de défense (Parani et al., 2004 ; Griin et al., 2006) mais aussi a la mise en place de la
HR (Lamotte et al., 2004). Chez le tabac, il a été montré que le NO joue un rdle important

dans la résistance de la plante face a B. cinerea (Asai et Yoshioka, 2009).

2. Les événements tardifs: la signalisation

hormonale

A la suite des événements précoces se mettent en place des événements tardifs dans
lesquels la signalisation hormonale joue un rdéle majeur. Les hormones participent a la
propagation du signal d’alerte de I’agression dans toute la plante. La mise en place a la fois
d’une réponse locale et d’une réponse systémique nécessite la diffusion de signaux du point
de l'infection jusqu’aux tissus sains. Les réponses locales comprennent la HR (cf: Il. 2. c. 3.)
et la LAR (Local Acquired Resistance) (Ross, 1961a). Les réponses systémiques correspondent
guant a elles, a la SAR (Systemic Acquired Resistance) (Ross, 1961b ; Dorey et al., 1997). Les
hormones les plus impliquées lors de stress biotiques sont I'acide salicylique (SA : Salicylic
Acid), I'acide jasmonique (JA : Jasmonic Acid) et I’éthylene (ET). Seules ces trois hormones
seront présentées ici. Cependant d’autres hormones sont aussi impliquées dans les voies de
signalisation des plantes comme I'acide abscissique, I'acide gibbérellique, les cytokinines, les

auxines et les brassinostéroides (Bari et Jones, 2009).

L’acide salicylique est synthétisé par la voie de la Phénylalanine-Ammonia Lyase ou
encore celle de I'lso-Chorismate Synthase. Il intervient dans la mise en place d’une réponse
systémique ou SAR (Grant et Lamb, 2006) mais peut aussi intervenir au niveau local. La seule
application de SA au niveau des feuilles suffit a déclencher la SAR (Grant et Lamb, 2006).
Cependant, le SA ne représente pas le signal mobile (Maier et al., 2011). Des études réalisées
sur le tabac et I'arabette montrent que le salicylate de méthyle (MeSA : Methyl Salicylate),
obtenu a partir de la SA methyl transferase, pourrait jouer ce role (Park et al., 2007 ; Liu et
al., 2011). Le MeSA serait ensuite converti en SA par une méthyle salicylate estérase, ce qui

activerait les réponses de défense systémiques au niveau des feuilles (Park et al., 2007 ; Heil
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et Ton, 2008 ; Park et al., 2009). Le SA est capable d’induire I'accumulation de protéines de
défense (Ryals et al., 1996 ; Sels et al., 2008) permettant ainsi une meilleure résistance des
plantes a de nombreux agents pathogenes. L'importance de cette hormone dans la défense
a été confirmée a I'aide de mutants d’arabette ou de tabacs incapables d’accumuler le SA
et/ou de le percevoir (Vernooij et al., 1994 ; Lawton et al., 1995). Bien que le SA soit
communément associé a son efficacité dans les réponses de défense contre les agents
pathogénes biotrophes, il peut aussi intervenir dans la lutte contre les agents pathogéenes
nécrotrophes. Chez la vigne et l'arabette, une application exogene de BTH (Benzo
Thiadiazole), un analogue du SA, permet d’augmenter la résistance a B. cinerea (Zimmerli et

al., 2001 ; Iriti et al., 2004).

L'acide jasmonique est synthétisé par la voie des octadécanoides a partir de I'acide
linoléique et peut étre méthylé par la JA-carboxyl methyl transferase en méthyle jasmonate
(MelJA : Methyl Jasmonate) (Browse, 2009). Une application exogéne de JA ou MelA peut
induire I'accumulation de métabolites secondaires mais aussi de protéines de défense telles
que des protéines PR (Gundlach et al,, 1992 ; Van der Fits et Memelink, 2000 ; Devoto et
Turner, 2003 ; Repka et al., 2004 ; Belhadj et al., 2008 ; Faurie et al., 2009). Le JA est
régulierement associé a la blessure mais aussi a la défense contre les insectes et les agents
pathogénes nécrotrophes (Gatehouse, 2002 ; Glazebrook, 2005 ; Bari et Jones, 2009 ; Rowe
et al., 2010 ; Lomate et Hirvale, 2012). Des études ont montré que des mutants d’arabette,
incapables de I"accumuler et/ou de le percevoir, sont plus sensibles aux attaques d’agents
pathogénes dont B. cinerea (Thomma et al., 1998 ; Vijayan et al, 1998). A l'inverse,
I'accumulation de MelA chez |'arabette par la surexpression de la JA-carboxyl methyl
transferase se traduit par une meilleure résistance a B. cinerea (Seo et al., 2001).Cependant
il peut également intervenir dans la lutte contre des agents pathogenes biotrophes.
L'application de MelA sur des feuilles de vigne augmente leur résistance a Erysiphe necator

(Belhadj et al., 2006).

L’éthyléne est un alcene volatile dont la biosynthese fait intervenir la conversion de
la méthionine en S-adénosyl-L-méthionine par I'adénosyltransférase, puis en 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) par I’ACC synthase et enfin en éthyléne par I'action
de I’ACC oxydase (Bleecker et Kinde, 2000). L’éthyléne est régulierement associé a la défense

contre les agents pathogénes nécrotrophes en association avec le JA (Glazebrook, 2005 ; Bari
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L’acide jasmonique (JA) et I'éthylene (ET) sont classiquement liés a la résistance contre les nécrotrophes et I'acide
salicylique (SA) a la résistance contre les biotrophes. Des molécules comme I'exopolysaccharide (EPS) de B. cinerea, peuvent
perturber cet équilibre hormonal au sein de la plante. Modifié d’apres El Oirdi et al., 2011.



et Jones, 2009). Des études réalisées sur des mutants d’arabette incapables de percevoir
I’éthyléne ont montré que ces derniers possédaient une sensibilité accrue a plusieurs agents
pathogénes dont B. cinerea (Thomma et al, 1999). Cependant il a été montré que
I"application d’éthyléne sur des feuilles de vigne induit une protection contre le champignon
biotrophe Erysiphe necator. Cette protection s’accompagne de l'induction de nombreux
génes de défense ainsi que de la biosynthese de phytoalexines (Belhadj et al., 2008). Aussi,
I'implication de I'éthyléne vis-a-vis des agents biotrophes ou nécrotrophes n’est pas

clairement établie.

L’acide salicylique, I'acide jasmonique et I’éthyléne régulent les réponses de défense
de la plante par des interactions synergiques ou antagonistes pour conduire a la mise en
place de défenses spécifiques (Glazebrook, 2005 ; Bari et Jones, 2009 ; Pieterse et al., 2009).
Les réponses de défense induites par le SA sont généralement associées a une résistance aux
agents pathogénes biotrophes et les réponses de défense induites par le JA et I'éthyléne
sont plutdt associées a la résistance aux agents pathogénes nécrotrophes (Glazebrook,
2005 ; Bari et Jones, 2009). L’éthyléne agirait en effet en synergie avec le JA (Xu et al., 1994).
Inversement, le SA agirait de maniere antagoniste sur la voie du JA. Chez la tomate, il a été
ainsi montré que B. cinerea est capable de sécréter un exopolysaccharide (EPS) qui induit la
voie du SA. Par antagonisme, le SA réprime la voie du JA ce qui entraine la répression des
génes dépendants du JA et de ce fait, une perte d’efficacité des défenses mises en place par

la tomate contre I'agent pathogene nécrotrophe B. cinerea (El Oirdi et al., 2011) (Figure 7).

Cependant, a ce jour, aucun modele généraliste ne peut étre établi. En effet,
I'implication des hormones dans la mise en place du signal de défense differe selon le

modele plante/ pathogéne (Bari et Jones, 2009).

c. Les défenses induites :

Une fois les signaux précoces transmis et relayés par voie hormonale, la plante met
en place des réponses de défense plus ou moins spécifiques du stress auquel elle se trouve

confrontée. Celles-ci sont complexes et dépendent de la plante et de I'agent pathogeéne. Les
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Figure 8: Formation de la papille au cours de la pénétration d’'un hyphe de Blumeria graminis dans une cellule d’orge
(modifiée d’aprés Vorwerk et al., 2004). La paroi végétale est dégradée (fleche noire) suite a la pénétration de I’hyphe du
champignon (h). Sous la paroi se forme un épaississement pariétal nommé papille (p). Photo réalisée au microscope
électronique a transmission.



plus étudiées sont le renforcement des parois, la production de phytoalexines, la réponse

hypersensible et la production de protéines PR.

1. Le renforcement des parois :

Comme vu précédemment, la paroi pectocellulosique est I'une des premiéres
barrieres physiques rencontrées par le pathogene. Celle-ci peut étre modifiée afin de
devenir plus résistante a la dégradation et a la pénétration des microorganismes nuisibles
(Bechinger et al., 1999 ; Hiickelhoven, 2007). L'une de ces modifications est la formation
d’une papille correspondant a un épaississement localisé de la paroi (Figure 8). Cette papille
va se développer au niveau de la zone de pénétration de I’hyphe fongique. Elle se compose
principalement de callose, de cellulose et de lignine (Pearce, 1996 ; Hiickelhoven, 2007). La
paroi peut aussi se charger en lignine ce qui la rend plus résistante a la pénétration et a la
dégradation mais permet aussi de réduire la diffusion des enzymes et des toxines de I'agent
pathogéne (Heredia et al., 1995). Chez la vigne, 'accumulation de callose a été observée
aprés un traitement par le BABA (Acide B-aminobutyrique) et participe a sa résistance vis-a-

vis de Plasmopara viticola (Hamiduzzaman et al., 2005).

2. Laproduction de phytoalexines :

Les phytoalexines sont définies comme étant des composés antimicrobiens de faible
poids moléculaire produits par la plante apres un stress d’origine biotique ou abiotique (van
Etten et al., 1994). Celles-ci sont de structures chimiques variées puisque 350 phytoalexines
ont été caractérisées parmi 30 especes végétales (Hammerschmidt, 1999 ; Ahuja et al.,

2012).

Les phytoalexines présentes chez la vigne sont des polyphénols de la famille des
stilbénes. Parmi eux, les principaux sont le resvératrol, le picéide (sa forme glycosylée), le
ptérostilbene (sa forme méthylée) et des polyméres de resvératrol tels que les viniférines
(Jeandet et al., 1997 ; Ali et al., 2010). Ces composés possedent in vitro des propriétés
antifongiques, notamment contre B. cinerea (Adrian et al., 1997 ; Caruso et al., 2011 ; Adrian

et Jeandet, 2012). De plus, des plants de vigne transgéniques capables d’accumuler le
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PR-1
PR-2
PR-3
PR-4
PR-5
PR-6
PR-7
PR-8

PR-9

PR-10
PR-12
PR-14
PR-16
PR-17

Tableau 1: Classification des 14 familles de protéines PR présentes chez la vigne (modifié d’aprés Van Loon et al., 2006).

Tobacco PR-1a
Tobacco PR-2
Tobacco P, Q

Tobacco R
Tobacco S
Tomato inhibitor 1
Tomato P69
Cucumber chitinase

Tobacco lignin-forming
peroxydase
Parsley PR-1

Radish Rs-AFP3
Barley LTP4
Barley OxoLP

Tobacco PRp27

Inconnue
B-1,3-glucanase
Chitinase
Chitinase
Thaumatine-like
Inhibiteur de protéases
Endoprotéinase
Chitinase

Peroxydase

Ribonucléase-like
Défensine
Lipid-Transfert Proteins
Oxalate oxydase-like

Inconnue



resvératrol en grande quantité ont montré une meilleure résistance face a B. cinerea

(Coutos-Thévenot et al., 2001).
3. Laréponse hypersensible :

La réponse hypersensible (HR : Hypersensitive Response) consiste en une réponse
localisée qui va entralner une mort rapide des cellules de type « mort cellulaire
programmeée » au niveau du site d’infection (Dangl et al., 1996). Cette mort cellulaire prive le
pathogéne de ressources nutritives et le confine a son site d’infection initial (Lam et al.,
2001 ; Nimchuk et al., 2003). Cette stratégie efficace contre les agents pathogénes
biotrophes, ne I'est pas contre les agents pathogenes nécrotrophes, qui auraient au
contraire une croissance facilitée. En effet, une étude a montré que la croissance de B.
cinerea est réduite sur des mutants d’arabette incapables de réaliser la HR. Celle-ci serait au
contraire favorisée par l'induction de la HR par une bactérie avirulente Pseudomonas

syringae (Govrin et Levine, 2000).

4. La production de protéines PR :

Les protéines PR (Pathogenesis Related) ont été initialement décrites en 1970 chez le
tabac suite a l'infection par le VMT (Virus de la Mosaique du Tabac) (Gianinazzi et al., 1970 ;
van Loon et van Kammen, 1970). Ces protéines ont été retrouvées dans des tissus végétaux
soumis aussi bien a des stress biotiques qu’abiotiques, c’est pourquoi elles ont longtemps
été considérées comme des protéines de défense uniquement. Néanmoins, il a été montré
gue certaines d’entre elles sont impliquées dans de nombreuses étapes de développement
telles que la germination, la floraison ou encore la maturation des fruits (van Loon et al.,
2006). Actuellement, 17 familles ont été identifiées chez de nombreuses especes végétales
et classées selon leur structure et leur activité biologique lorsque celle-ci a pu étre

caractérisée (van Loon et al., 2006 ; Sels et al., 2008).

Chez la vigne, 14 familles de protéines PR ont été identifiées a ce jour (Tableau 1).
Elles peuvent s’accumuler dans différents organes (racines, tiges, feuilles, fleurs et baies),
suite a I'attaque d’un agent phytopathogéne tel que B. cinerea (Derckel et al., 1998 ; Bézier
et al.,, 2002), a un stress abiotique (rayons UV-C ; Bonomelli et al., 2004) et suite a différents

traitements éliciteurs tels que le MeJA (Belhadj et al., 2006), I'éthylene (Belhadj et al., 2008)

47






ou encore la laminarine (Aziz et al., 2003). Dans ce chapitre, nous ne nous intéresserons
qu’aux familles de protéines PR présentes chez la vigne. Pour chacune de ces familles, un
bref descriptif ainsi que des exemples en rapport avec la vigne et/ou B. cinerea seront

présentés.

Les PR-1, découvertes chez le tabac en réponse au VMT (van Loon et van Kammen,
1970), sont principalement connues pour leur action antioomycetes (van Loon et al., 2006)
mais certaines possedent également une activité antifongique (Niderman et al, 1995),
suggérant qu’elles interviendraient dans les défenses des plantes. Cependant leur mode
d’action n’est toujours pas connu. Chez la vigne, des PR-1 sont exprimés en réponse a
I'infection par Oidium tuckeri (Repka et al., 2000), a la suite d’un traitement au BABA (-
AminoButyric Acid ; Hamiduzzaman et al., 2005), au SA, au MelJA, au chitosan ainsi qu’a des
éliciteurs provenant de B. cinerea (Repka, 2001 ; Repka et al., 2004). Une étude réalisée sur
le cépage Chardonnay met en évidence que la surexpression de VWNPR1, élément clé dans la
voie de signalisation du SA, induit fortement I'expression de PR-1 et rend les plantes plus
résistantes a E. necator (Le Henanff et al., 2001). Ceci suggére que les PR-1 sont associées a

la voie du SA.

Les PR-2 sont des endoglucanases capables de couper les liaisons pB-1,3-D-
glucosidiques des B-1,3-glucanes présents dans les parois des champignons et des bactéries
(Leubner-Metzger et Meins, 1999). Chez la vigne, des PR-2 sont exprimées en réponse a une
infection par B. cinerea (Renault et al.,, 1996 ; Renault et al., 2000), a 'application de SA
(Renault et al., 1996 ; Derckel et al., 1998), et de MelJA (Repka et al., 2004). Chez des
mutants de vigne sur-exprimant VWNPR1, I'induction d’un géne codant pour une PR-2 a été
observée (Le Henanff et al., 2012). Cela suggére que chez la vigne, I'expression de génes

codant des PR-2 peut étre induite a la fois par la voie du SA et celle du JA.

Les PR-3, 4 et 8 sont des chitinases capables d’hydrolyser in vitro la chitine,
polysaccharide constitué d’unités de N-acétyl-glucosamine reliées par des liaisons B-1,4
(Brunner et al., 1998). La chitine est un composant structurel de I'exosquelette des insectes,
de la carapace des crustacés et de la paroi cellulaire des champignons et des algues. Chez la
vigne, une activité chitinase a été retrouvée dans la totalité des organes de la plante mais

c’est dans la baie mire que cette activité est la plus importante avec 13 isoformes mises en
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évidence (Derckel et al., 1996). L'expression de chitinases est induite en réponse a différents
traitements tels que le MelA (Repka et al., 2004), le SA (Derckel et al., 1996), les UV-C (Colas
et al., 2012) mais aussi suite a l'infection par B. cinerea (Bézier et al.,, 2002). In vitro,
I'isoforme majoritaire des baies mires de Pinot Noir, VVCHI4D, a montré une action
antigerminative sur les conidies de B. cinerea. Ainsi, les auteurs ont montré que la
concentration de cette chitinase dans les baies devrait étre suffisante pour inhiber
completement la germination des conidies de B. cinerea in planta (Derckel et al., 1998).
Néanmoins, une étude réalisée avec une VvCHI4D hétérologue, tend a remettre en question
I'action antigerminative de cette chitinase sur les conidies de B. cinerea (Thése S. Colas,
2012). Trés récemment, il a été montré qu’une chitinase présente dans le vin, réputée
résistante a la dégradation, est dégradée par une protéase de B. cinerea (van Sluyter et al.,

2013).

Les PR-5 sont des thaumatin-like. Ces protéines sont aussi appelées osmotines car
elles peuvent étre accumulées suite a un stress hydrique (Singh et al., 1989) mais aussi
permatines grace a leur capacité a créer des pores dans les membranes plasmiques (Roberts
et Selitrennikoff, 1990). In vitro, deux PR-5 de vigne ont montré une forte activité
antifongique en inhibant la croissance mycélienne de B. cinerea notamment (Monteiro et al.,
2003). Néanmoins, tout comme la chitinase VvCHI4D, une thaumatine-like (VvTL1) produite
en systéme hétérologue n’a pas montré cette activité antigerminative (Thése S. Colas, 2012).
La production de vignes transgéniques sur-exprimant VWTL1 a mis en évidence une

augmentation de la résistance des feuilles et des baies a E. necator (Dhekney et al., 2011).

Les PR-6 sont des inhibiteurs de protéases (IP) qui ont la propriété de se fixer a des
protéases et ainsi controler leur activité. Leur entrée dans la classification des protéines PR
date de 1994 (van Loon et al, 1994). Cette famille regroupe alors des inhibiteurs de
protéases a sérine découverts chez la pomme de terre et la tomate produits dans les feuilles
en réponse a l'attaque d’insectes (Green et Ryan, 1972). Officiellement, les PR-6 ne
regrouperaient donc que des inhibiteurs de protéases a sérine. Cette définition est
néanmoins discutable. En effet, elle se limite a une seule classe d’inhibiteurs de protéases,
alors que tous les types d’IP peuvent interagir avec des protéases provenant de ravageurs ou
d’agents pathogenes et pourraient donc jouer un réle dans la défense des plantes (Sels et

al,, 2008).
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La classification en tant que PR des différents inhibiteurs de protéases étant de ce fait assez
floue, le terme plus général d’IP lui est préféré (Sels et al., 2008). La présentation de ces

protéines IP sera intégrée au chapitre suivant portant sur les inhibiteurs de protéases.

Les PR-7 sont des protéases appartenant au clan des subtilases. Le premier membre
de cette famille a été découvert chez la tomate suite a I'infection par Citrus exocortis viroid
(Vera et Conejero, 1988). Depuis, de nouveaux membres ont été identifiés, notamment chez
la tomate (Jorda et al., 1999; Jorda et al., 2000). Chez la vigne, aucune PR-7 n’a été

identifiée lors d’une interaction avec B. cinerea.

Les PR-9 font partie de la famille des peroxydases (Almagro et al. 2009). Elles jouent
un role important dans la défense car elles participent au renforcement des parois cellulaires
en catalysant la lignification (van Loon et al.,, 2006). Chez la vigne, des peroxydases sont
exprimées en réponse a un éliciteur provenant de la paroi de B. cinerea et en réponse au

MelA (Repka et al., 2001 ; Repka et al., 2004).

La fonction des PR-10 n’est a ce jour pas connue, mais pour certaines d’entre elles,
une activité ribonucléasique a pu étre mesurée (Park et al., 2004 ; Koistinen et al., 2005).
Chez la vigne, certaines PR-10 s’expriment en réponse a une infection par Pseudomonas
syringae pv. pisi (Robert et al., 2001), Erysiphe necator (Fung et al., 2008) mais aussi aux UV-
C (Bonomelli et al., 2004). Récemment, il a été montré que la surexpression d’'une PR-10

chez la vigne rendait celle-ci plus résistante a Plasmopara viticola (He et al., 2013).

Les PR-12 font partie de la famille des défensines (Sels et al., 2008). Celles-ci seraient
capables de créer des pores dans les membres plasmiques (Stec, 2006). Chez la vigne, une
défensine, Vv-AMP1, possede une activité antifongique en inhibant la croissance de

différents champignons phytopathogénes dont B. cinerea (de Beer et Vivier, 2008).

Les PR-14 sont des LTP (Lipid-Transfert Proteins) capables, in vitro, de transférer des
lipides entre différentes membranes (Lev, 2010). Chez la vigne, il a été montré que des LTP
s’accumulent dans des cultures cellulaires suite a I’élicitation par des endopolygalacturonase

de B. cinerea ou par I'ergostérol (Gomes et al., 2003).
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Figure 9: Représentation schématique des différents mécanismes d’inhibition.
Le carré noir représente le site actif de la protéase. A : Blocage direct du site actif. B : Fixation proche du site actif, bloquant
I"accés a celui-ci. C : Interaction allostérique. Modifié d’apres Bode et Huber, (2000).



Les PR-16 sont des germin-like (GLP : Germin-Like Proteins). Leur activité est variable.
Certaines présentent une activité oxalate oxydase (Zhou et al, 1998) ou superoxyde
dismutase (Christensen et al., 2004) et d’autres n’ont pas encore d’activité connue. Chez la
vigne, I'expression de plusieurs GLP est induite suite a I'infection par différents champignons

phytopathogénes dont B. cinerea (Godfrey et al., 2007).

Les PR-17 sont des protéines contenant une séquence similaire a celle du site actif de
certaines métalloprotéases. Cependant leur activité n’est pas encore connue (Christensen et
al., 2002). Chez la vigne, une PR-17 serait accumulée en condition de stress hydrique

(Vincent et al., 2007).

Il. Les inhibiteurs de protéases:

Comme cité précédemment, les protéines de la famille des PR-6 sont des inhibiteurs
de protéases (IP). Cependant, seuls les IP induits en réponse a un stress peuvent étre classés
dans cette famille, conformément a la définition des protéines PR (van Loon et al., 2006).
Dans ce chapitre, nous prendrons en considération les IP dans leur ensemble sans nous

restreindre aux PR-6.

Les inhibiteurs de protéases sont des protéines ubiquitaires dans le monde vivant
pouvant inhiber I'activité enzymatique de protéases endogenes ou exogenes (Turra et Lorito,
2011). lls agissent selon différents mécanismes (Bode et Huber, 2000 ; Habib et Fazili, 2007 ;
Bateman et James, 2007) illustrés dans la figure 9. Les IP peuvent bloquer le site actif de la
protéase en prenant la place du substrat selon un mécanisme de compétition (Figure 9 A). lls
peuvent aussi bloquer indirectement le site actif en empéchant 'accés du substrat a celui-ci
(Figure 9 B). Les IP peuvent aussi se fixer plus loin du site actif de la protéase et inhiber celle-
ci de facon allostérique. En effet, en se fixant, I'lP va modifier la structure tertiaire de la

protéase et ainsi modifier la conformation de son site actif (Figure 9 C).

Dans cette partie, nous nous intéresserons tout d’abord a la classification des
inhibiteurs de protéases puis a leurs réles au sein de la plante. Nous nous pencherons enfin

plus particulierement sur les inhibiteurs de protéases présents chez la vigne.
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1. Classifications des inhibiteurs de protéases :

Les IP ont été initialement regroupés suivant la classe de protéases qu’ils inhibaient.
Ainsi, quatre familles d’IP ont pu étre établies correspondant aux quatre classes de
protéases connues : les inhibiteurs de protéases aspartiques, les inhibiteurs de protéases a
sérine, les inhibiteurs de protéases a cystéine et les inhibiteurs de métalloprotéases.
Cependant, I'existence d’IP capables d’inhiber des protéases de différentes classes a rendu
cette classification difficile a utiliser. C’est pourquoi, il est apparu nécessaire d’en proposer

une nouvelle.

La classification la plus utilisée de nos jours pour les inhibiteurs de protéases est
fournie par la base de données MEROPS (Rawlings et al., 2012). Celle-ci regroupe de
nombreuses informations non seulement sur les protéases comme vu précedemment, mais
aussi sur les inhibiteurs de protéases. Tout comme pour les protéases, ce site fournit une
classification ainsi qu’une nomenclature des IP. La classification ne s’appuie plus seulement
sur la classe de protéases inhibées mais aussi sur des comparaisons de séquences et de
structures (Rawlings et al., 2012). Le site permet également de recenser les différents IP

présents dans un méme organisme, qu’il soit animal, végétal, bactérien, fongique ou viral.

Une seconde base de données nommeée Plant-Pl, spécifiques des IP de plantes, a été
créée. Les nomenclatures des familles sont harmonisées avec celles de MEROPS. Plant-Pl,
tout comme MEROPS, permet de recenser les différents IP présents dans une méme plante.
Néanmoins, les résultats fournis par les deux bases de données ne coincident pas toujours.
Dans la suite de cette étude, nous avons décidé de nous baser uniquement sur les données

fournies par MEROPS.

A I'heure actuelle, les inhibiteurs de protéases sont regroupés en 74 familles dont 22
chez les plantes et 8 chez la vigne. Vu le nombre important de familles d’inhibiteurs de
protéase, nous nous centrerons ici sur les 8 familles d’inhibiteurs de protéases retrouvées
chez la vigne en en proposant une vue générale. Le role des IP et leur régulation chez les

plantes seront respectivement développés dans les parties (2.) et (3.).
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a. Les « Serpins » :

Cette famille, nommée 14 selon MEROPS, compte le plus grand nombre d’'IP et
représente la famille d’inhibiteurs de protéases la plus répandue au sein du vivant. Elle est
en effet présente chez la plupart des organismes comme les bactéries, les plantes, les
animaux mais aussi les virus (Irving et al., 2000 ; Rawlings et al., 2004b ; Law et al., 2006 ;
Habib et Fazili, 2007). La majorité des « serpins » inhibent des protéases a sérine mais
certaines sont capables d’inhiber des protéases a cystéine telles que la caspase (C14) (Ray et
al., 1992) ou la papaine (C1) (Schick et al., 1998). La majeure partie des membres de cette
famille possede une masse molaire supérieure a 40 kDa (Volpicella et al., 2011). Cette famille
est la seule chez laquelle I'inhibition est irréversible. En effet, celle-ci se fait par la mise en

place de liaisons covalentes (Huntington et al., 2000).

b. Les « Kunitz » :

Les membres de cette famille (I3 MEROPS) sont principalement des inhibiteurs de
protéases a sérine telles que la trypsine, la chymotrypsine (S1) et la subtilisine (S8) mais
peuvent aussi inhiber d’autres types de protéases comme des protéases aspartiques (A1) ou
des protéases a cystéine de type papaine (C1) (Park et al., 2005 ; Ryan, 1990 ; Ritonja et al.,
1990 ; Oliva et al., 2011).

Le premier membre de cette famille a été identifié chez le soja et cristallisé par Kunitz
en 1945 (Kunitz, 1945). Celui-ci s’est basé sur des travaux réalisés un an auparavant mettant
en évidence l'inhibition de I'activité de la trypsine dans la nourriture a base de soja cru
fournie aux poussins (Ham et Sandstedt, 1944). Cette famille est tres répandue dans le
monde végétal. En effet de nombreux membres ont été retrouvés chez le peuplier (Major et
al., 2008 ; Philippe et al., 2009 ; Ma et al., 2011), la pomme de terre (Heibges et al., 2003), le
soja (Jofuku et Goldberg, 1989) ou encore Arabidopsis thaliana (Kim et al., 2009 ; Ma et al.,
2011). La plupart des membres de cette famille a une masse moléculaire comprise entre 18

et 22 kDa et contient deux ponts disulfure (Habib et Fazili, 2007 ; Gomes et al., 2011).
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c. Les “Cereal trypsin/a-amylase inhibitors”:

Les membres de cette famille (16 MEROPS) sont présents exclusivement chez les
plantes et sont a la fois des inhibiteurs de protéases a sérine ainsi que d’a-amylases
(Gourinath et al., 2000). La plupart ne posséde que |'activité a-amylase, mais certains sont
aussi capables d’inhiber des protéases a sérine de type trypsine (Mahoney et al., 1984 ;
Shivraj et Pattabiraman, 1981). Les membres de cette famille possédent une chaine d’acides
aminés contenant cing ponts disulfures avec une masse moléculaire d’environ 13 kDa

(Christeller et Liang, 2005).

d. Les « Potato type | »:

Cette famille (113 MEROPS) est tres répandue chez les plantes. Le premier membre a
été découvert chez la pomme de terre, et a été nommé Potato inhibitor 1 (Ryan et Balls,
1962). Par la suite d’autres membres ont été identifiés chez le riz (Singh et al., 2009), le lin
(Lorenc-Kubis et al., 2001), la tomate (El Oirdi et al., 2011 ; Abd El Rahman et al., 2012) ou
encore la vigne (Perazzolli et al., 2010). Les membres de cette famille, aussi appelée Pinl
(Potato inhibitor 1), sont des inhibiteurs des protéases a sérine de type chymotrypsine (S1)
et subtilisine (S8) (Ryan, 1990 ; Jamal et al., 2012). Ils ont une masse moléculaire moyenne
de 8 kDa, ne possédent pas de ponts disulfure et sont le plus souvent monomériques (Habib
et Fazili, 2007). Les « Potato type | » sont codés par des familles multigéniques dont le
niveau d’expression est régulé selon le stade de développement, I'organe et I'espéce (Singh

etal., 2009 ; Turra et al., 2009).
e. Les « Phytocystatines »:

Les membres de cette famille (125 MEROPS) ne sont présents que chez les plantes. lls
font partie de la grande famille des inhibiteurs de protéases a cystéine (ou cystatines) qui est
trés répandue aussi bien chez les animaux que chez les plantes (Gomes et al., 2011 ;
Volpicella et al., 2011). Des phytocystatines ont été retrouvés chez de nombreux végétaux
tels que le soja (Botella et al., 1996 ; Solomon et al., 1999), le mais (Van der Linde et al.,
2012), la pomme (Ryan et al.,, 1998), la chataigne (Pernas et al., 1999) ou encore |'orge
(Martinez et al., 2009).
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lls sont capables d’inhiber des protéases a cystéine comme la papaine (C1) (Benchabane et
al., 2010). Généralement, les membres de cette famille ont une masse moléculaire comprise

entre 12 et 16 kDa et ne possédent pas de pont disulfure.

f. Les ”Pro-eosinophil major basic proteins “:

Les membres de cette famille (163 MEROPS) sont présents chez tous les étres vivants
a I'exception des archae bactéries. lls sont capables d’inhiber des métalloprotéases (M43)
telle que la pappalysin-1 impliquée lors de la grossesse chez I'étre humain (Glerup et al.,

2005). A ce jour, tres peu d’informations sont disponibles sur cette famille d’IP.

g. Les “Serine carboxypeptidase Y inhibitors”:

Les membres de cette famille (I51) sont présents chez tous les étres vivants. lls
inhibent des protéases a sérine de type chymotrypsine (S1) (Bruun et al., 1998). A ce jour, les
études portant sur cette famille d’IP n’ont été réalisées que chez la levure Saccharomyces

cerevisiae (Bruun et al., 1998 ; Mima et al., 2005).

h. Les “Cytotoxic T-lymphocyte antigen”:

Les membres de cette famille (129 MEROPS) sont présents chez tous les eucaryotes a
I’exception des champignons. lls inhibent des protéases a cystéine de la famille de la papaine
(C1) (Guay et al., 2000 ; Rawlings et al., 2004). Un membre de cette famille serait impliqué
précocement lors de la grossesse chez I'humain (Cheon et al., 2004). Néanmoins trés peu

d’études sont disponibles sur cette famille d’inhibiteurs de protéases.
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2. Roles des inhibiteurs de protéases chez la plante :

Les IP peuvent étre impliqués dans de nombreux processus physiologiques faisant
intervenir une activité protéolytique, que ce soit au sein méme de la plante ou lors
d’interactions avec d’autres organismes. Aussi nous détaillerons les réles connus des IP sur la
régulation de I'activité protéolytique endogéne mais aussi leur role lors de I'interaction avec

des ravageurs ou des agents phytopathogenes.

a. Role des IP sur les protéases endogenes :

La mise en place des réserves par I'accumulation de protéines dans la graine impose
un contréle de [l'activité protéolytique. En effet, il a été montré que chez le riz,
I'oryzacystatine (une phytocystatine) est synthétisée dans les grains immatures jusqu’a la
phase de remplissage du grain pour prévenir toute protéolyse avant la phase de mobilisation
des réserves (Watanabe et al., 1991). Les IP se sont donc accumulés dans la graine lors de la
mise en place des réserves pour controler toute activité protéolytique non désirée (Chye et
al., 2006 ; Tan-Wilson et Wilson, 2012). Lors de la germination, une partie de ceux-ci serait
hydrolysée par des protéases synthétisées de novo (Papastoitsis et Wilson, 1991). Ainsi, les
IP joueraient également un role de réservoir d’acides aminés mobilisables pendant Ia
germination et le développement de la plantule (Tan-Wilson et Wilson, 2012). De plus, il a
été montré que les complexes IP/protéase formés lors de la mise en place des réserves
peuvent se dissocier au moment de la germination. En effet, I'imbibition de la graine
provoque de nombreux changements biochimiques qui vont permettre le relargage de la
protéase qui va alors hydrolyser les différentes protéines de réserve (Elpidina et al., 1991).
Les IP semblent donc avoir un réle important dans le développement de la graine. Ceci est
confirmé par la production de plants d’arabette sur-exprimant une phytocystatine montrant
un retard dans la germination de la graine ainsi que dans la dégradation des protéines de

réserve (Hwang et al., 2009).
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Les inhibiteurs de protéases sont aussi impliqués dans la mort cellulaire programmée.
Il a été montré que I’AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride), un
inhibiteur chimique de protéases a sérine, est capable d’inhiber la mort cellulaire de cellules
de soja provoquée par un ajout d’H,0, (Levine et al., 1996). De plus, d’autres études menées
sur le soja, le mais, I'arabette ainsi que le tabac ont montré qu’une protéase a cystéine serait
impliquée dans la mort cellulaire programmée et qu’une phytocystatine serait capable

d’inhiber celle-ci (Solomon et al., 1999 ; Belenghi et al., 2003 ; Van der Linde et al., 2012).

b. Roéle des IP dans la protection contre les ravageurs et les

phytopathogeénes:

Les animaux pour la plupart ont besoin de protéases afin de dégrader et utiliser les
acides aminés constitutifs des protéines qu'ils consomment. Cette digestion des protéines
est principalement extracellulaire. De nombreux micro-organismes utilisent une stratégie
similaire pour la digestion de protéines alimentaires, en sécrétant des enzymes

hydrolytiques dans le milieu environnant.

En raison du réle clé des protéases dans les processus digestifs des animaux, des
insectes et des micro-organismes, un grand intérét a été porté sur les effets des inhibiteurs

de protéase (Ryan, 1990), notamment dans la lutte contre les ravageurs des cultures.

i. Insectes et nématodes :

Les études sur l'effet des inhibiteurs de protéases sur les insectes ont commencé
dans les années 1950 lorsque Lipke et al., (1954) ont constaté qu'une fraction de protéines
de soja inhibait la croissance, ainsi que l'activité protéolytique in vitro, du ver de farine
Tribolium confusum. Depuis, un grand nombre d’études a été réalisé pour montrer le role
protecteur des inhibiteurs de protéases contre les insectes herbivores (Ryan, 1990). Ce réle
protecteur s’expliquerait par un effet anti nutritif. En effet, la digestion rendue moins
efficace par linhibition des protéases du tube digestif de l'insecte provoquerait une
altération de la croissance et du développement de celui-ci (Ryan, 1990 ; Kessler et Baldwin,
2002). De nombreuses études se basant sur des expériences in vitro, de I’alimentation

enrichie en IP ou encore des plantes transgéniques sur-exprimant des IP ont été réalisées
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(Johnson et al., 1989 ; Ryan, 1990 ; McManus et al., 1994 ; Xu et al., 1996 ; Yeh et al., 1997 ;
Charity et al., 1999 ; Lawrence et Koundal, 2002 ; Chye et al., 2006 ; Charity et al., 2005 ;
Major et al., 2008 ; Sentilkumar et al., 2010 ; Lomate et Hirvale, 2012). Par exemple, il a été
montré in vitro que les protéases du tube digestif de Malacosoma disstria, un lépidoptere
nuisible du peuplier, sont fortement inhibées par deux IP de peuplier de la famille des
« Kunitz » produits de maniere hétérologue (Major et al., 2008). Sentilkumar et al., (2010)
ont montré que des plants de tabac transgéniques sur-exprimant a la fois un inhibiteur de
protéase a sérine de patate douce et un inhibiteur de protéase a cystéine de taro (Colocasia
esculenta), montraient une forte résistance face aux larves d’Helicoverpa armigera. Les
larves qui s’étaient nourries des feuilles transformées mouraient ou montraient un

ralentissement de croissance et de développement comparées aux larves témoins.

ii. Bactéries et champignons:

L'expression de deux IP a été suivie par Pautot et al., (1991) lors de I'infection de la
tomate par Pseudomonas syringae pv. Tomato. Il a été montré que I'expression des IP était
induite plus précocement chez une lignée résistante que chez une lignée sensible a cette
bactérie. Ces données suggerent que les IP pourraient faire partie des défenses efficaces
mises en place par la plante en réponse a I'infection bactérienne (Pautot et al., 1991). Chez
le tabac, des plants transgéniques sur-exprimant un IP se sont révélés plus résistants que les
plants non transformés face a I'attaque de la bactérie Pseudomonas solanacearum (Charity

et al., 2005).

De nombreuses études ont été réalisées pour montrer |'efficacité des IP contre les
champignons. Ainsi, il a été montré in vitro qu’un inhibiteur de trypsine de mais, produit en
systeme hétérologue peut inhiber la germination des conidies et ralentir la croissance
mycélienne de différents pathogenes tels que Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus et
Fusarium moniliforme (Chen et al., 1999). Un IP de la famille des « Bowman-Birk » de blé
ainsi qu’un « Kunitz » et un « Potato type | » de pomme de terre peuvent également inhiber
la germination des conidies et ralentir la croissance mycélienne de Botrytis cinerea (Chilosi et

al., 2000 ; Hermosa et al., 2006). Enfin, un mélange d’IP extrait de feuilles de salade montre
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Gatehouse et al, 2002). PLA2 : Phospholipase A,; SA: Acide Salicylique; JA: Acide Jasmonique; IP: Inhibiteurs de
protéases.




également une activité antifongique in vitro sur Fusarium solani f. sp. Pisi et Botrytis cinerea

(Lorito et al., 1994).

Des plants de tabac sur-exprimant un inhibiteur de chymotrypsine de Nicotiana alata
se sont révélés plus résistants a Botrytis cinerea (Charity et al., 2005). Laluk et al., (2011) ont
montré que des plants d’arabette sur-exprimant un « Potato Type | » sont plus résistants a
Botrytis cinerea, alors que des plants sous-exprimant cet IP se sont révélés plus sensibles. De
la méme facon, des plants de tomate sous-exprimant un membre de cette méme famille d’IP
sont eux aussi plus sensibles face a B. cinerea (El Oirdi et al., 2011). En revanche, des plants
de mais transgéniques sous-exprimant un inhibiteur de protéases a cystéine se sont révélés
plus résistants face a I'attaque du champignon biotrophe Ustilago maydis. Chez la plante
sauvage, I'IP est induit lors de I'attaque par U. maydis, et inhibe une protéase a cystéine
impliquée dans la mise en place de la HR nécessaire a la défense contre ce champignon
biotrophe. C'est pourquoi la plante sauvage est sensible a ce pathogéne. Au contraire, chez
le mutant sous-exprimant cet IP, la protéase n’étant pas inhibée, la HR se met en place et

stoppe le champignon biotrophe (Van der Linde et al., 2012).

3. Régulation des IP chez la plante :

La plupart des études réalisées sur la régulation des IP a été effectuée sur feuilles de
tomate. Les IP sont connus pour répondre a la blessure, que celle-ci soit provoquée par un
insecte ou un pathogene (Pautot et al., 1991 ; Doares et al., 1995 ; Koiwa et al., 1997 ;
Lawrence et al., 2002 ; Sels et al., 2008 ; Lomate et Hirvale, 2012). La voie de signalisation
activée lors d’une blessure est la voie du JA (Gatehouse, 2002 ; Glazebrook, 2005).
L’expression des IP est donc régulée via la voie du JA. Chez la tomate, le premier signal de la
cascade de signalisation mis en jeu lors de la blessure est un peptide de 18 acides aminés, la
systémine, générée a partir d'un précurseur protéique de 200 acides aminés, la
prosystémine. La systémine va se fixer a son récepteur spécifique localisé sur la membrane
plasmigue provoquant ainsi la dépolarisation de la membrane, I'ouverture de canaux
ioniques et I’entrée d’ions Ca?, ainsi que l'activation de MAP kinases et d’'une phospholipase
A,. Il s’ensuit la libération par la membrane d’acide linolénique qui va étre transformé en JA

via la voie des octadécanoides ce qui provoque I'induction de I'expression des IP (Doares et
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Trypsine, Chymotrypsine (S1),

Kunitz 13 Subtilisine (S8), Papaine (C1),
Cathepsine D (Al).
Serpins 14 Trypsine, Chymotrypsine (S1),
Subtilisine (S8), Caspase, Papaine (C1)
Cereal trypsin/ a-amylase
16 Trypsine (S1)
inhibitors
Potato type | 113 Trypsine, Chymotrypsine (S1),
Subtilisine (S8)
Phytocystatines 125 Caspase, Papaine (C1)
Pro-eosinophil major basic
163 Metalloprotéases (M43)
proteins
Serine carboxypeptidase Y
151 Chymotrypsine (S1)
inhibitors
Cytotoxic T-lymphocyte antigen 129 Papaine (C1)

Tableau 2: Familles d’inhibiteurs de protéases présentes chez la vigne ainsi que les familles de protéases inhibées,
d’aprés MEROPS the peptidase database. La nomenclature MEROPS des différentes protéases citées est indiquée entre

parentheses.




al., 1995 ; Ryan et al.,, 2000 ; Lawrence et al., 2002 ; Schilmiller et al., 2005 ; Sels et al.,
2008 ; Pearce, 2011) (Figure 10).

Chez ce méme modele, il a été montré que le SA inhibait la voie des octadécanoides,
provoquant ainsi I'arrét de la production de JA et donc l'inhibition de I'expression des IP

(Figure 10) (Doares et al., 1995 ; Lawrence et al., 2002).

4. Les inhibiteurs de protéase présents chez la vigne :

Chez la vigne, les inhibiteurs de protéases, comme mentionné précédemment,
appartiennent aux 8 familles suivantes : les « Kunitz » (I3 ; 8 membres), les « Serpins » (14 ; 1
membre), les « Cereal trypsin/ a-amylase inhibitors » (16 ; 1 membre), les « Potato type | »
(113 ; 3 membres), les « Phytocystatines » (125 ; 4 membres), les ”Pro-eosinophil major basic
proteins “ (163 ; 1 membre), les « Serine carboxypeptidase Y inhibitors » (I51 ; 4 membres)

et les “Cytotoxic T-lymphocyte antigen” (129 ; 3 membres) (Tableau 2).

Les « Potato type | » et les « Kunitz » sont les deux familles le plus souvent retrouvées
dans les différentes études réalisées sur la vigne. Au sein de la famille des « Potato type | »,
VvPin (AY156047), aussi nommé VVPR6, faisant d’ailleurs partie de notre étude, est induit en
réponse a de nombreux traitements éliciteurs sur feuilles de vitroplants et de boutures, mais
aussi sur cultures cellulaires. Il est notamment induit par le MelA (Belhadj et al., 2006 ;
Bordiec et al., 2011), I'éthyléne (Belhadj et al., 2008), les UV-C (Bonomelli et al., 2004), la
laminarine (Aziz et al., 2003) ainsi que par des cellodextrines, des oligogalacturonides et des
B-1,3 glucanes (Aziz et al., 2004 ; Aziz et al., 2007). L'expression de cet inhibiteur ainsi que
celle d’un autre inhibiteur de la famille des Kunitz est également induite dans des racines de
vigne infectées par le champignon Armillaria mellea (Perazzolli et al., 2010). Une étude
transcriptomique réalisée sur Cabernet Sauvignon a montré que ces deux mémes IP étaient
induits en réponse a I'eutypiose (Camps, 2008). Une autre étude transcriptomique, portant
cette fois sur la localisation d’expression de génes au niveau de la baie, a montré que les
inhibiteurs de protéases présents dans la baie, y compris VvPin, sont préférentiellement

exprimés dans le pépin plutot que la pulpe ou la pellicule (Grimplet et al., 2007).
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Gindro et al., (2012) ont montré que I'application sur des feuilles de vigne de deux IP
chimiques, I'un inhibant les protéases a sérine et I'autre les protéases a cystéine, rend la

plante plus sensible a Plasmopara viticola en inhibant la HR.
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Objectifs de la thése :

Comme décrit précédemment, les baies mlres contiennent une grande quantité de
protéines PR possédant pour la plupart une activité contre B. cinerea. Malgré leur présence,
la baie reste sensible a l'infection par B. cinerea. Des études ont montré que lors de
I'infection, B. cinerea sécréte des protéases (Billon-Grand et al,, 2011). Certaines de ces
protéases se sont montrées capables de dégrader une des protéines PR majoritaire de la
baie mlre (Thése S. Colas, 2012 ; van Sluyter et al., 2013). Aussi, I’hypothése émise lors de
cette étude est que B. cinerea serait capable de contourner les défenses de la plante en

dégradant les protéines PR.

C'est pourquoi nous nous sommes particulierement intéressés aux inhibiteurs de
protéases produits par la vigne. En effet, ceux-ci pourraient étre capables d’inhiber les
protéases du champignon et donc empécher la dégradation des protéines de défenses.
Cependant, malgré leur présence, la baie reste sensible a l'infection par B. cinerea. Nous
nous sommes donc intéressés aux raisons pour lesquelles ces inhibiteurs semblent
inefficaces lors de cette interaction. Pour cela, nous nous sommes posé les questions

suivantes :

- Les inhibiteurs de protéases de vigne sont-ils exprimés au bon moment, en assez
grande quantité et au bon endroit lors de I'infection ?

Pour le vérifier, I'expression des IP a tout d’abord été suivie dans les baies saines afin
de connaitre leur expression basale dans cet organe. La localisation de leur expression dans
la baie saine et dans la baie infectée a également été étudiée afin de savoir si ceux-ci sont
exprimés au niveau des sites éventuels de pénétration et de développement de B. cinerea.
L'expression des IP ainsi que celle des principales protéases du champignon ont également
été suivies par g-PCR dans les baies et les feuilles de vitroplants au cours de l'infection afin
de connaitre leur cinétique d’expression respective et donc savoir si les IP sont exprimés au
bon moment. Des études d’élicitation de I'expression des IP ont également été réalisées sur

baies et feuilles de vitroplants. Ces résultats seront présentés dans le premier chapitre.
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- Les inhibiteurs de protéases de vigne sont-ils adaptés aux protéases sécrétées par B.
cinerea lors de l'infection et peuvent-ils empécher la dégradation de la protéine PR
majoritaire de la baie de raisin par les protéases fongiques?

Pour le vérifier il a tout d’abord été nécessaire d’obtenir des protéases de B. cinerea
et de produire les IP. Différentes familles de protéases ont pu étre obtenues sous forme de
sécrétomes fongiques. Les IP quant a eux ont été produits en systeme hétérologue (Pichia
pastoris). L'activité des protéases ainsi que des IP a été vérifiée in vitro. Les IP ont ensuite
été confrontés aux protéases du champignon afin de savoir si ceux-ci pourraient inhiber leur

activité.

Les différentes protéases fongiques obtenues ont également été mises en contact
avec une chitinase (VvChi4D, protéine PR majoritaire de la baie mlre) afin de savoir quelle(s)
protéase(s) pourrait (ent) étre a I'origine de cette dégradation et si les IP pourraient inhiber

celle-ci. L'ensemble de ces résultats sera présenté dans le second chapitre.
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Matériel et méthodes
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Figure 11: Carte du plasmide pGEM®-T Easy (Promega, France) utilisé pour transformer les bactéries Escherichia coli One
Shot® TOP 10 afin de cloner les séquences codantes des génes VvPin et VvKun.

Comments for pENTR™/D-TOPO*
2580 nucleotides

rmB T2 transcription termination sequence: bases 268-295
rmB T1 transcription termination sequence: bases 427-470
M13 forward (-20) priming site: bases 537-552

aftl1: bases 569-668 (c)

TOPO® recognition site 1: bases 680-684

QOverhang: bases 685-688

TOPO" recognition site 2: bases 689-693

atil2: bases 705-804

T7 Promoter/priming site: bases 821-840 (c)

M13 reverse priming site: bases 845-861

Kanamycin resistance gene: bases 974-1783

pUC origin: bases 1904-2577

(c) = complementary sequence

Figure 12 : Carte du plasmide pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen™).



Matériel :
1. Vitis vinifera

1.1. Baies

Des baies saines de Vitis vinifera L. cultivar Pinot Noir ont été récoltées au vignoble
(Comité Interprofessionnel des Vins de Champagne, Plumecoq, France) aux stades BBCH75,
BBCH77, BBCH81 et BBCH89 de 2010 a 2013. Des baies mires de Pinot Noir naturellement
infectées par Botrytis cinerea ont également été récolées. Pour ces derniéres, quatre stades
d’infection ont été définis selon l'intensité des symptomes observés sur baies (Manteau,
2003) (Figure).

Stade 1 : baies saines prélevées sur des grappes infectées ;

Stade 2 : baies présentant un spot d’infection de 5 a 10 mm de diameétre ;

Stade 3 : baies présentant une perte de coloration et recouvertes d’'une quantité importante
de conidies ;

Stade 4 : baies flétries.

1.2. Vitroplants

Les vitroplants utilisés lors de cette étude sont des vitroplants de Chardonnay de 8
semaines, cultivés selon Ait Barka et al. (2006) en chambre de culture a 26°C avec une

photopériode de 16 h de jour (200 pmol.m™.s™) et 8 h de nuit.

2. Botrytis cinerea

La souche de Botrytis cinerea utilisée lors de cette étude est la souche 630 prélevée

initialement dans le vignoble champenois (INRA, Versailles, France).

3. Escherichia coli

Les bactéries Escherichia coli One Shot® TOP 10 Chemically Competent (Invitrogen™,
France), sensibles a I'ampicilline ont été utilisées pour le clonage des fragments d’intérét

(séquences codantes des genes VvPin et VvKun).

65



3" AOX1 (TT)

Comments for pPIC3.5K:
9004 nucleotides

5" AOX1 promoler fragment: bases 1-937

5° AOX1 primer site: bases 855-875

Multiple Cloning Site: bases 938-968

3" AOX1 primer site: bases 1055-1075

3" AOX1 transcription termination (TT):
bases 981-1314

HIS4 ORF: bases 4242-1708

Kanamycin resistance gene: bases 5471-4656

3 AOX1 fragment: bases 5850-6607

pBR322 origin: bases 7689-7016

Ampicillin resistance gene: bases 8694-.7834

Figure 13: Carte du plasmide pPIC3K5 (Invitrogen™) utilisé pour transformer les levures P. pastoris GS115 pour la
production de la protéine VVKUN.

Comments for pPICIK:
9276 nucleotides

5 AOX1 promoter fragment: bases 1-948

5" AOX1 primer site: bases 855-875

a-Factor secretion signal{s). bases 9491218

a-Factor primer site: bases 1152-1172

Multiple Cloning Site: bases 1216-1241

3" AOX1 primer site: bases 1327-1347

3° AOX1 transcription termination (TT):
bases 1253-1586

HIS4 ORF: bases 4514-1980

Kanamycin resistance gene. bases 5743-4928

37 AOX1 fragment: bases 6122-6879

pBR322 origin: bases 7961-7288

Ampicillin resistance gene: bases 8966-8106

Figure 14: Carte du plasmide pPICIK (Invitrogen™) utilisé pour transformer les levures P. pastoris GS115 pour la
production de la protéine VvPIN.



4. Pichia pastoris

La souche de levure Pichia pastoris GS115 (Invitrogen™, France) utilisée pour la
production des protéines hétérologues est incapable de synthétiser de I'histidine, acide
aminé indispensable a son développement (auxotrophie provoquée par une mutation au

niveau du géne his4.

5. Les plasmides

Les vecteurs pGEM®-T Easy (Figure 11) (Promega, France), pENTR™/D-TOPO® (Figure
12), pPIC3K5 (Figure 13) et pPIC9K (Figure 14) (Invitrogen™, France) et pK7WG2D ont été
utilisés. Ces plasmides possedent le géne de résistance a I'ampicilline ou a la kanamycine, ce
qui permet un premier criblage des bactéries transformées. Les plasmides pPIC3K5 et pPIC9K
sont des vecteurs navettes pouvant se répliquer aussi bien en levures qu’en bactéries. lls
possedent le gene his4 permettant aux levures Pichia pastoris GS115 transformées de
synthétiser de [I'histidine. Les vecteurs pENTR™/D-TOPO® et pK7WG2D quant a eux
possédent la technologie Gateway® ce qui permet par simple recombinaison de transférer
une séquence d’intérét d’un vecteur d’entrée, ici le pENTR™/D-TOPO® dans n’importe quel

vecteur de destination possédant aussi cette technologie, ici le pK7WG2D.

La technologie Gateway® a été initialement choisie car le premier systéme de production
hétérologue sélectionné (Saccharomyces cerevisiae) nécessitait |'utilisation d’'un vecteur de
destination Gateway™, le pYES2. De plus, la transformation de plants de vigne pour la
surexpression de protéines nécessite également |'utilisation d’un vecteur de destination

Gateway™, le pPK7WG2D.

6. Sécrétome de cultures cellulaires de Chardonnay

Les cultures cellulaires de Chardonnay sont cultivées en milieu Gamborg B5 (Duchefa,
France) additionné de saccharose (20 g/L) et d’acide naphtaléneacétique (0,5 g/L) a pH 5,8,
sous agitation a 110 rpm, a 23°C et a |'obscurité. Apres 7 jours, le milieu de culture est

séparé des cellules par filtration a I'aide d’'un buchner et conservé a -20°C.
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Le sécrétome est ensuite concentré a I'aide de Microsep™ advance centrifugal Device (Pall
Corporation, USA) 10 K MWCO. La concentration protéique de celui-ci est dosée a I'aide du

kit Uptima BC Assay (Interchim, France) comme expliqué en 11.8.1

7. Les anticorps

Les anticorps dirigés contre la protéine VVKUN ont été réalisés par la société
ProtéoGenix SAS a partir de la protéine hétérologue VVKUN produite lors de cette étude (Cf

Chapitre 2).

Les anticorps utilisés pour détecter les principales protéases du champignon (BcAcp,
BcAsp et BcSer) ont été fournis par le laboratoire de Microbiologie, Adaptation et
Pathogénie (Université Lyon 1). Ces anticorps, élaborés a partir de protéases purifiées de
Sclerotinia sclerotiorum sont couramment utilisés pour détecter les protéines homologues
chez Botrytis cinerea (Rolland et al., 2003 ; Girard et al., 2004 ; Kunz et al., 2006 ; Rolland et
al., 2009). Ainsi, les anticorps SsAcp et SsSer sont utilisés pour détecter les protéines BcAcpl
(BC1G_14153) et BcSerl (BC1G_04708) et I'anticorps SsAsp pour détecter la famille des

protéases aspartiques de Botrytis cinerea (G. Billion-Grand communication personnelle).

Néanmoins, il est évident qu’en I'absence de protéases purifiées de B. cinerea pouvant servir
de témoins positifs lors des différentes expérimentations, les résultats produits avec les

anticorps de Sclerotinia sclerotium doivent étre interprétés avec précaution.

Méthodes :
1. Traitement des baies de Pinot Noir :

1.1. Traitements éliciteurs :

Trois types de traitements ont été effectués sur des baies récoltées au vignoble. Un
premier a consisté a blesser la baie en supprimant son pédicelle a I'aide d’un scalpel, un
second et un troisieme a plonger les baies dans une solution de MeJA 5 mM, DMSO 5 %
(témoin DMSO 5% seul) et de Bion” 1 g.L™ (témoin non traité) respectivement, pendant 1

min. Aprés traitement, les baies sont placées dans des boites de Pétri contenant une feuille
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de papier Whatman humidifiée. Les boites sont ensuite parafilmées et placées en chambre
de culture a 20°C, avec une photopériode de 16 h de jour (80 umol.m™2.s) et 8 h de nuit. A
chaque temps de la cinétique (0, 12, 24, 48, 72 et 96 heures post traitement (hpt)), les baies

sont congelées dans |'azote liquide et stockées a -80°C.

1.2. Infection des baies :

Des baies mlires de Pinot Noir ont été prélevées au vignoble puis plongées dans de
I'eau de Javel (0,52 %) pendant 15 min afin de les désinfectées. Apres deux rincages de 10
min dans de l'eau celles-ci sont réparties sur des portoirs remplis d’eau. Les baies sont
ensuite vaporisées avec des suspensions conidiennes pré germées (Cf. 2.3.). Les portoirs
sont placés en chambre de culture a 20°C, avec une photopériode de 16 h de jour (80
umol.m?.s?) et 8 h de nuit. A chaque temps de la cinétique (0, 7, 11 et 23 jours post
inoculation (jpi)), les baies sont photographiées, congelées dans I'azote liquide et stockées a

-80°C.
1.3. Dissection des baies :

Afin d’étudier la localisation de I'expression des IP dans la baie mure, les différents
compartiments de baies de PN (pépins, pulpe et pellicule) sont séparés, congelés dans
I'azote liquide et stockés a -80°C. Pour les baies de PN infectées naturellement par le

champignon, la distinction est faite seulement entre les pépins et le reste de la baie.

2. Traitement des feuilles de vitroplants

2.1. Infection des feuilles de vitroplants

Des feuilles de vitroplants agés de 8 semaines sont détachées puis placées dans des
boites de Pétri contenant une feuille de papier Whatman humidifiée. Les feuilles de
vitroplants sont inoculées sur la face inférieure avec 4 a 5 gouttes de 5 uL de suspension
conidienne 3 1.10° conidies.mL™ ayant germé pendant 6 h. Les boites sont ensuite placées en
chambre de culture a 20°C, avec une photopériode de 16 h de jour (80 umol.m'z.s‘l) et8h

de nuit.
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A chaque temps de la cinétique (0, 3, 6, 12, 18, 24, 36, 48 et 72 heures post inoculation

(hpi)), les feuilles sont photographiées, congelées dans I'azote liquide et stockées a -80°C.
2.2. Traitements éliciteurs

Des vitroplants dgés de 8 semaines sont plongés pendant 1 min dans une solution de
Bion a1 g.L", de MeJA 5 mM, DMSO 5 % ou d’eau. Les vitroplants sont ensuite placés en
chambre de culture 3 20°C, avec une photopériode de 16 h de jour (80 pmol.m™2.s%) et 8 h
de nuit. A chaque temps de la cinétique (9 heures post traitement (hpt) et 24 hpt), les

feuilles sont congelées dans I'azote liquide et stockées a -80°C.

3. Culture de Botrytis cinerea

Des cultures liquides de Botrytis cinerea souche 630 sont lancées a partir de stocks
glycérolés 20%. Vingt mL de milieu PDB (Potato Dextrose Broth) sont ensemencés avec 200
uL de stock glycérolé puis mis en culture pendant 7 jours a 21°C a 150 rpm avec une
photopériode de 16 h de jour (80 pmol.m™2.s™) et 8 h de nuit. Cette culture est ensuite
broyée au mixeur et étalée sur une gélose tomate-agar contenant 25 % (v/v) de jus de
tomate commercial et 25 g.L ™' d’agar. Les boites de Pétri ensemencées sont mises en culture
pendant 3 semaines a 21°C avec une photopériode de 16 h de jour (80 umol.m'z.s'l) et 8 hde

nuit pour la production de conidies.

Pour les infections, des suspensions de conidies a 1.10° conidies.mL™ sont préparées
dans du milieu M (4 g.L'1 peptone, 4 g.L'1 glucose, 1,75 g.L'1 KH,PO,4, 0,75 g.L’1 MgS0,4-7H,0,
1,92 g.L'" acide citrique et 0,02% Tween 20 (Manteau et al., 2003)). Ces suspensions sont

placées a 20°C, 150 rpm pendant 6 h pour que les conidies commencent a germer.

4. Production des sécrétomes de B. cinerea

Le sécrétome acide de B. cinerea souche 630 est réalisé en ensemencant 20 mL de

milieu M & pH 3 a 10° conidies.mL™.
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Genes (numéro d’accession)

Séquences des amorces 5’-3’

VvPin (XM_002284411.1)
Inhibiteur de protéases

Fwd AGGGAACAATCGTTACCCAAG
Rev CCGATGGTAGGGACACTGAT

VvKun (XM_002270075.1)
Inhibiteur de protéases

Fwd GTTTCTTTTCTCGTTGCTGCTCAT
Rev GCCTCTCCCACGGATAACTG

WEFla (XM_002284888.1)
Elongation Factor 1 a (Géne de ménage)

Fwd AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA
Rev GAACTGGGTGCTTGATAGGC

Vv60SRP(XM_002270599.1)
60S Ribosomal Protein (Géne de ménage)

Fwd ATCTACCTCAAGCTCCTAGTC
Rev CAATCTTGTCCTCCTTTCCT

BcAct (XM_001553318.1)
Actine (Géne de ménage)

Fwd ACGCCCCTGCATTCTACGTCTCT
Rev AGGATTGACTGGCGGTTTGGATT

BcAcp (XM_001547368.1)
Protéase glutamique

Fwd CGTTACCAAGGGCAAGAGTGTT
Rev CCTCCTCGAAATCTTCAACGAT

BcAp8 (XM_001557988.1)
Protéase aspartique 8

Fwd AGCTTACCCTCGGTGGAGTTG
Rev GGAGATACCCCAGTAGTATGAAGCA

BcSer (XM_001556942.1)
Protéase a sérine

Fwd GCCCGAGCCAGCTTCTCTA
Rev GCCAATGCCTTAATTCTAGCTACAA

Tableau 3: Amorces utilisées pour les analyses par PCR quantitative en temps réel.




Le sécrétome neutre quant a lui est réalisé en ensemencant 20 mL de milieu PDB
0,1% et feuilles de vitroplants a 5% (p/v) a 1,5.10° conidies.mL™. Ce milieu de culture est

réalisé en mixant des feuilles de vitroplants dans du PDB 0,1% en conditions stériles.

Ceux-ci sont mis en culture pendant 7 jours a 20°C a 150 rpm avec une photopériode
de 16 h de jour (80 pmol.m™?.s™) et 8 h de nuit. Le milieu de culture est ensuite séparé du
mycélium par filtration a I'aide d’un buchner et conservé a -20°C. Le sécrétome est ensuite
concentré a 'aide de Microsep™ advance centrifugal Device (Pall Corporation, USA) 3 K
MW(CO. La concentration protéique de celui-ci est dosée a I'aide du kit Uptima BC Assay

(Interchim, France) comme expliqué en [1.8.1.

5. Culture d’Escherichia coli

5.1. Culture en milieu solide

Les bactéries Escherichia coli transformées sont cultivées sur le milieu solide LB
(Luria-Bertani) (Milieu LB agar, Duchefa Biochemie, Pays-Bas) additionné d’ampicilline a 100

ug.mL'1 et incubées 24 ha 37°C.

5.2. Culture en milieu liquide

Les cultures d’Escherichia coli en milieu liquide sont réalisées dans du milieu LB
(Duchefa Biochemie, Pays-Bas) additionné ou non d’ampicilline & 100 ug.mL ™ et incubées 24

h a 37°C sous agitation a 200 rpm.

6. Extraction des ARN totaux et PCR quantitative en temps réel

L'extraction des ARN totaux ainsi que la PCR quantitative en temps réel ont été
réalisés selon la procédure décrite par Petit et al., (2009). Les résultats sont exprimés en
nombre de copies de molécules d’ARNm pour 10 000 molécules d’ARNm de WEFla. Les

amorces utilisées sont listées dans le tableau 3.
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Geénes (Numéro d’accession) Séquences des amorces 5’-3’

Fwd GGCATAATTAGTCGTGTGAAGG
Rev GGGTGAATAAACACCAACCC
Fwd GATTACTCAACCCACATGAGAGC
Rev CAGCCAAATATTGATGTTGTGG

Tableau 4: Amorces utilisées pour I'amplification PCR des séquences codantes VvPin et VvKun.

VWPin (XM_002284411.1)

WKun (XM_002270075.1)

Nom de I'amorce Séquence 5'-3’

VVPINHisNterGF CACCATGCATCACCATCACCATCACGCATCTGAATGTGAAG
VVPINGR CTATCCGATGGTAGGGACACTGATTACGATGCCGTTTTCGTC
VVPINGF CACCATGGCATCTGAATGTGAAGGTAAGAGTTCCTGGCCC
VVPINHisCterGR CTAGTGATGGTGATGGTGATGTCCGATGGTAGGGACACTG
VvKunHisNterGF CACCATGCATCACCATCACCATCACAAGACTACATCGTTTC
VvKunGR TCAAGCCTTCTTGAACATAACCTTGAAGGGCACATCACTC
VvKunGF CACCATGAAGACTACATCGTTTCTTTTCTCCTTGCTGCTCATTG
VvKunHisCterGR TCAGTGATGGTGATGGTGATGAGCCTTCTTGAACATAACCTTG

Tableau 5: Séquences des amorces permettant d’insérer les tags 6 Histidines en N ou C terminal des séquences d’intérét
et leur clonage directionnel dans le pENTR™/D-TOPO®. Les séquences nucléotidiques des tags 6 Histidines sont soulignées
et les séquences permettant le clonage directionnel dans le pENTR™/D-TOPO® sont représentées en gras.



7. Production hétérologue en Pichia pastoris

7.1. Amplification PCR des séquences d’intérét

Les séquences codantes des genes VKun et VvPin ont été amplifiées par PCR en
utilisant une ADN polymérase haute fidélité (Advantage®2, Clontech, USA) grace aux
amorces listées dans le tableau 4. La matrice utilisée pour les réactions de PCR est une
solution d’ADNc obtenue selon Petit et al., (2009) a partir d’'un extrait d’ARN total de feuille
de vitroplants de Chardonnay infectées par B. cinerea. Les produits d’amplification obtenus
sont purifiés a l'aide du kit «Nucleospin®Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel,

Allemagne).
7.2. Clonage en pGEM®-T Easy

Les fragments purifiés sont intégrés dans le vecteur pGEM®-T Easy selon les

recommandations du fabricant.

Les bactéries Escherichia coli One Shot® TOP 10 sont transformées avec les vecteurs
pPGEMT®-T Easy contenant les fragments d’intéréts suivant les préconisations du fournisseur.
Les bactéries transformées sont sélectionnées sur milieu LB contenant de I'ampicilline (100
ug.mL?) puis criblées par test PCR avec les amorces citées dans le tableau 4. Une extraction
d’ADN plasmidique est ensuite réalisée a partir des clones positifs a I'aide du kit
Nucleospin®Plasmid (Macherey-Nagel, Allemagne) selon les recommandations du
fournisseur. Les séquences d’intérét insérées dans les plasmides sont par la suite vérifiées

par séquencage (Cf 1.2.3.6).

7.3. Clonage en pENTR™/D-TOPO®

Les séquences d’intérét sont amplifiées par PCR, a partir des séquences clonées dans
les vecteurs pGEM®-T Easy, avec les amorces listées dans le tableau 5. Ces amorces
permettent (i) une insertion directionnelle des fragments d’intérét dans le plasmide grace a
la séquence CACC (en rouge) ainsi que (ii) I'ajout des tags 6 Histidines (en bleu) en N ou C
terminal de la séquence. Les amplicons obtenus sont purifiés comme précédemment a I'aide
du kit «Nucleospin®Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Allemagne) puis intégrés dans le

vecteur pENTR™/D-TOPO® selon les recommandations du fabricant.
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Nom de I'amorce Séquence 5’-3’
VVPINHisNterPF GAATTCATGCACCATCACCA
VVPINPR CGCCGGCGCTATCCGATGGTAG
VVPINPF GAATTCATGGCATCTGAATG
VVPINHisCterPR CGCCGGCGCTAGTGATGGTGAT
VvKunHisNterPF GAATTCATGCACCATCACCAT
VvKunPR CGCCGGCGTCAAGCCTTCTTG
VvKunPF GAATTCATGAAGACTACATCG
VvKunHisCterPR CGCCGGCGTCAGTGATGGTGA

Tableau 6: Séquences des amorces permettant I'insertion des sites de restriction des enzymes EcoRl (GAATTC) et Notl
(CGCCGGCG) pour le clonage des séquences d’intérét avec ou sans tag Histidine en C ou N terminal dans les vecteurs
pPIC3KS5 et pPICIK.



Les bactéries Escherichia coli One Shot® TOP 10 sont transformées avec les vecteurs
PENTR™/D-TOPO® contenant les fragments d’intérét suivant les préconisations du
fournisseur. Les bactéries transformées sont sélectionnées sur milieu LB contenant de la
kanamycine (100 pg.mL) puis criblées par test PCR avec les amorces citées dans le tableau
2. Une extraction d’ADN plasmidique est ensuite réalisée a partir des clones positifs a I'aide
du kit Nucleospin®Plasmid (Macherey-Nagel, Allemagne) selon les recommandations du
fournisseur. Les séquences d’intérét insérées dans les plasmides sont par la suite vérifiées

par séquencage.
7.4. Clonages en pPIC3K5 et pPIC9K

Les plasmides pPIC3K5 et pPIC9K ne possédant pas la technologie Gateway™, il a été
nécessaire de réaliser les clonages a I'aide d’enzymes de restriction (EcoRI et Notl). Pour
cela, les sites de restriction adaptés ont d( étre insérés par PCR avant et aprés les séquences
d’intérét grace aux amorces listées dans le tableau 6. Les matrices utilisées pour cette
réaction PCR sont les plasmides pENTR™/D-TOPO® contenant les séquences d’intérét avec
ou sans tag 6 Histidines en N ou C terminal. Les amplicons obtenus sont purifiés comme
précédemment a l'aide du kit «Nucleospin®Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel,
Allemagne) puis intégrés dans le vecteur pGEM®-T Easy selon les recommandations du
fabricant. Les bactéries Escherichia coli One Shot® TOP 10 sont transformées avec les
vecteurs pGEMT®-T Easy contenant les fragments d’intérét suivant les préconisations du
fournisseur. Les bactéries transformées sont sélectionnées sur milieu LB contenant de
I"ampicilline (100 ug.mL'l) puis criblées par test PCR avec les amorces citées dans le tableau

6.

Une extraction d’ADN plasmidique est ensuite réalisée a partir des clones positifs a
I'aide du kit Nucleospin®Plasmid (Macherey-Nagel, Allemagne) selon les recommandations
du fournisseur. Les séquences d’intérét insérées dans les plasmides sont par la suite vérifiées

par séquencage.
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Saccharomyces cerevisiae

Insertion PYES2
Tag 6 His
\L <—— Gateway™

SEQUENCES s | PGEM®-T Easy | mmmmmmp | pENTR™/D TOPO® | mmmmmmp | pK7GW2D

nucléotidiques

Vitis vinifera
Insertion des sites de
coupure des enzymes de
restriction

pPGEM®-T Easy

Restriction Hl

pPIC3k5
ou pPICOK

Pichia pastoris

Figure 15: Schéma récapitulatif des différentes étapes de clonages réalisées.



Les plasmides pGEM®-T Easy contenant les fragments d’intérét ainsi que les sites de
restrictions adaptés sont digérés par les enzymes de restriction EcoRl et Notl. Les fragments
de digestion sont ensuite purifiés a I'aide du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, Allemagne) apres électrophoréese sur gel d’agarose. Les fragments VvPin
et WKun (avec ou sans tag 6 Histidines en N ou C terminal) sont respectivement insérés dans
les vecteurs pPIC9K et pPIC3K5 préalablement digérés par les mémes enzymes de restriction.
La ligation est réalisée avec la T4 DNA ligase (Promega, France) selon les recommandations
du fabricant. Les bactéries Escherichia coli One Shot® TOP 10 sont transformées avec les
vecteurs pPICIK ou pPIC3K5 contenant les fragments d’intéréts suivant les préconisations du
fournisseur. Les bactéries transformées sont sélectionnées sur milieu LB contenant de
I'ampicilline (100 pug.mL?) puis criblées par test PCR avec les amorces citées dans le tableau
5. Une extraction d’ADN plasmidique est ensuite réalisée a partir des clones positifs a I'aide
du kit Nucleospin®Plasmid (Macherey-Nagel, Allemagne) selon les recommandations du
fournisseur. Les séquences d’intérét insérées dans les plasmides sont par la suite vérifiées

par séguencage.

Un récapitulatif des différentes étapes de clonages réalisées est schématisé dans la figure

15.

7.5. Electrophorése des acides nucléiques

L'intégrité des acides nucléiques est vérifiée sur gel d’agarose a 1 % (m/v) dissout
dans du TAE 0,5 % (40 mM Tris-acétate ; 1 mM EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid),
pH8) et additionné de BET (Bromure d’Ethidium) 3 une concentration de 0,5 pg.mL™. Les
dépots sont réalisés en ajoutant a I'échantillon 20 % (v/v) de tampon de charge (2 % (p/v)
Orange G (Merck Millipore, Allemagne), 50 % de glycérol (v/v), dilué dans de I'eau ultra-
pure). La migration est effectuée dans du tampon TAE 0,5 % a 125 V pendant 20 min. Les
acides nucléiques sont visualisés puis photographiés sous lumiere UV a I'aide du systéeme Gel
Doc 2000 (BioRad, France) et la taille des fragments est estimée a I'aide d’'un marqueur de

taille (100 pb ou 1 kb, BioLabs®, Royaume-Uni).
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7.6. Séquencage

Le séquencgage des plasmides a été réalisé par la société Beckman Coulter genomics
(http://www.beckmangenomics.com) en utilisant les amorces M13 sens (5'-

GTAAAACGACGGCCAGT-3’) et M13 anti-sens (5-GGAAACAGCTATGACCATG-3’).

7.7. Préparation de Pichia pastoris compétentes

Une colonie de levure Pichia pastoris GS115 est étalée sur milieu solide YPD (1 %
(p/v) Yeast extract (Sigma-Aldrich®, France), 2 % (p/v) peptone (Duchefa Biocheme), 2 %
(p/v) D-glucose, 2 % (p/v) bacto-agar (Becton Dickinson and Company, USA)) puis incubée 48
h a 30°C. Une pré-culture est ensuite réalisée en inoculant 10 mL de milieu YPD liquide avec
une seule colonie de Pichia pastoris, cette pré-culture est ensuite placée a 30°C sous
agitation a 200 rpm pendant une nuit. La densité optique (DO) de la pré-culture est ensuite
mesurée a 600 nm afin d’ensemencer une culture de 50 mL de milieu YPD a une DO de 0,1.
La culture est placée dans un erlenmeyer a baffles de 250 mL et incubée a 30°C, 200 rpm
jusqu’a ce que la DO atteigne 1. Les levures sont ensuite centrifugées a 800 g pendant 5 min.
Le culot obtenu est resuspendu dans 8 mL de milieu YPD et 2 mL d’une solution d’"HEPES (4-
(2-HydroxyEthyl)-1-Pipérazine Ethan Sulfonique a 1 M, pH 8). Un volume de 250 puL de DTT 1
M est ensuite ajouté et mélangé doucement. Cette solution est incubée 15 min a 30°C puis
le volume final est ajusté a 50 mL avec de I'eau stérile a 4°C. Les levures sont ensuite
centrifugées a 800 g pendant 5 min et lavées avec 25 mL d’eau stérile a 4°C. Aprés une
nouvelle centrifugation de 5 min a 800 g, le culot est resuspendu dans 2 mL de sorbitol 1 M a
4°C puis centrifugé et resuspendu dans 50 pL de sorbitol 1 M a 4°C. La suspension obtenue

est directement utilisable pour la transformation par électroporation.

7.8. Transformation de Pichia pastoris

Un volume maximum de 5 uL de plasmides pPIC3K5 ou pPIC9K (1 a 10 ug) est ajouté
a 40 uL de Pichia pastoris compétentes. Le mélange est placé dans une cuve
d’électroporation de 2 mm (Eurogentec, France) et conservé dans la glace. L’électroporation

est réalisée a I'aide de I'appareil Gene-Pulser ®ll (Bio-Rad) a 1500 V, 25 uF et 200 Q.
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Immédiatement aprés cette étape, 1 mL de sorbitol 1 M est ajouté dans la cuve et 200 uL de
levures électroporées sont étalés sur milieu YNB-His (0,67 % (p/v) yeast nitrogen base
without amino acids (Sigma-Aldrich®, France), 0,192 % (p/v) yeast synthetic drop-out
medium supplements without histidine (Sigma-Aldrich®, France), 2 % (p/v) D-glucose, 2 %
(p/v) bacto-agar), permettant de sélectionner les levures transformées. Les boites sont
incubées 2 a 4 jours a 30°C. La transformation est ensuite vérifiée par PCR et les clones

positifs sont ensemencés sur milieu YNB-His et incubés 48 h a 30°C.

7.9. Production et purification de la protéine VVKUN hétérologue

Une colonie de levures transformées est mise en pré-culture dans 10 mL de milieu
BMGY (1 % (p/v) yeast extract, 2 % (p/v) peptone, 1 % (v/v) glycérol, 1,34 % yeast nitrogen
base, et 10 % (v/v) de tampon phosphate 1 M a pH 6) puis placée 24 h a 30°C sous agitation
a 200 rpm. Les levures sont culotées par centrifugation 5 min a 800 g et ensemencées dans
50 mL de milieu BMMY dans un erlenmeyer a baffles de 250 mL. La composition du milieu
BMMY est la méme que celle du milieu BMGY a I'exception du glycérol qui est remplacé par
du méthanol a 1 % (v/v). Le méthanol sert ici de source de carbone et permet d’induire
I'expression du géne d’intérét sous le contréle du promoteur AOX1 inductible par le
méthanol. Les levures sont mises en culture pendant 72 h a 30°C sous agitation a 200 rpm.
Pour maintenir le taux d’expression, 1 % (v/v) de méthanol est ajouté toutes les 24 h de
culture. Apres 72 h, le milieu est centrifugé 10 min a 5000 g. Le surnageant contenant les
protéines sécrétées est concentré 10 fois. Cette étape est réalisée a I'aide de Microsep™

advance centrifugal Device (Pall Corporation, USA) 10 K MWCO.

Les protéines contenues dans le milieu concentré sont ensuite purifiées a I'aide de
billes de nickel (Ni Sépharose™ 6 Fast Flow GE Healthcare, France). Deux mL de solution de
billes Ni Sépharose sont prélevés et déposés dans une colonne pour que la phase liquide soit
éliminée. Les billes sont ensuite lavées avec 5 mL d’eau distillée sous agitation lente pendant
3 min. Une fois I’eau éliminée par écoulement, les billes sont lavées de la méme fagon avec 5
mL de tampon de fixation (20 mM phosphate de sodium, 0,5 M chlorure de sodium, 20 mM
imidazole, pH 7,4). Une fois le liquide éliminé, un volume de tampon de fixation ainsi que 6

mL d’échantillon sont ajoutés aux billes lavées, et le mélange est incubé 1 h sous agitation
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Figure 16: Alignement de la séquence nucléotidique de VvPin aprés optimisation pour I’expression en levure P. pastoris
par ProteoGenix (PinP) avec la séquence nucléotidique de VvPin (Pin). Un astérisque (*) indique les bases entierement
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Figure 17: Séquence de la protéine de fusion GST-PIN. La séquence protéique de VVPIN est représentée en gras, celle de

la GST en italique et le site de clivage de la protéase PreScission est souligné.



lente a 4°C. Le milieu est ensuite éliminé par gravité (Flowthrought) et les billes sont lavées 3
fois avec 1 mL de tampon d’élution a 100 mM d’imidazole (20 mM phosphate de sodium, 0,5
M chlorure de sodium, 100 mM imidazole, pH 7,4). L’élution est réalisées 6 fois avec 500 pL
de tampon d’élution a 500 mM d’imidazole. Chaque fraction d’élution est contrélée sur gel
SDS-PAGE. Les fractions contenant les protéines Kunitz sont regroupées puis concentrées 4
fois a I'aide de Microsep™ advance centrifugal Device (Pall Corporation, USA) 10 K MWCO.
Le tampon d’élution est ensuite remplacé par de I'acétate de sodium a 20 mM pH 5,2 grace

aux Microsep™ advance centrifugal Device (Pall Corporation, USA) 10 K MWCO.

7.10. Production de la protéine VVvPIN par ProtéoGenix

La production de la protéine hétérologue VvPin au laboratoire ayant échoué, la

production de celle-ci par la société ProtéoGenix SAS a été envisagée.

Cette société a tout d’abord synthétisé chimiquement la séquence d’ADNc de VvPin

optimisée pour I'expression en levure Pichia pastoris (Figure 16).

Une fois synthétisée, la séquence du géne VPin a été clonée dans un vecteur pPIC9K
modifié contenant un tag GST. Un site de clivage spécifique a la protéase PreScission a été
inséré entre le tag GST et la séquence du géne Pin (Figure 17). Deux souches de P. pastoris
ont été transformées par électroporation avec ce plasmide, KM71 et GS115. Les tests

d’expression ont été réalisés comme précédemment en milieux BMGY/BMMY.

8. Traitements des protéines

8.1. Dosage des protéines

Les protéines purifiées sont dosées a l'aide du kit Uptima BC Assay (Interchim,
France) selon les recommandations du fournisseur. La concentration protéique est
déterminée suivant une gamme étalon de BSA (Bovin Serum Albumine). La lecture est
réalisée au spectrophotomeétre a 560 nm. L'absorbance étant proportionnelle a Ia

concentration protéique, celle-ci est calculée grace a la gamme étalon réalisée.
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8.2. Electrophorése des protéines

Deux systémes d’électrophorése ont été utilisés pour séparer les protéines. Le
premier est un gel SDS-PAGE (SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 15 %, composé d’un
gel de concentration (4,6 % (v/v) acrylamide/bisacrylamide ; 125 mM Tris pH 6,8 ; 0,1 % (v/V)
SDS ; 0,08 % (v/v) TEMED ; 0,8 % (p/v) persulfate d’ammonium) et d’un gel de séparation (15
% (v/v) acrylamide/bisacrylamide ; 375 mM Tris pH 8,8; 0,1 % (v/v) SDS; 0,08 % (v/v)
TEMED ; 0,08 % (p/v) persulfate d’ammonium) coulés dans le systéme Mini-PROTEAN® Tetra
Cell (Bio-Rad, France). La migration est réalisée a 200 V pendant 1h dans du tampon de
migration (25 mM Tris ; 192 mM glycine ; 0,1 % (v/v) SDS). Le second systéme utilisé est le
systeme d’électrophorese horizontale Amersham™ ECL™ (GE Healthcare Life Sciences)
utilisant des gels pré-coulés Amersham™ ECL™ Gel 4-20 % (GE Healthcare Life Sciences). La
migration est réalisée selon les instructions du fabricant dans du tampon Amersham™ ECL™
Gel Running Buffer (GE Healthcare Life Sciences). Pour les deux systemes, les échantillons de
protéines sont additionnés de tampon Laemmli (80 mM Tris-HCl ; 2 % SDS ; 10 % glycérol ;
0,005 % bleu de Bromophénol ; 10 g.L'* DTT ; pH 6,8) puis chauffés a 95°C pendant 5 min. La
masse des protéines est estimée a I'aide du marqueur de taille Precision Plus Protein™

Standards (Bio-Rad, France).

8.3. Coloration des protéines au bleu de Coomassie

Apres migration, les gels d’acrylamide sont rincés 3 fois 15 min dans de I'eau ultra-
pure puis incubés 1 h sous agitation a température ambiante dans du Gel Code™ Blue Safe
Protein Stain (Thermo Scientific, USA). lIs sont ensuite rincés dans des bains successifs d’eau

ultra-pure sous agitation a température ambiante.

8.4. Western blot

Aprés migration, les gels d’acrylamide sont transférés sur des membranes de PVDF
(Polyvinylidene fluoride) a I'aide d’un | Blot gel transfer System (Invitrogen™) en suivant les
instructions du constructeur. Les membranes sont ensuite incubées 1 h dans du TBS-T (20

mM Tris-HCl ; 500 mM NaCl pH 7,5 ; 0,05 % Tween-20 (v/v)) contenant 3 % (m/v) de lait.
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Nom Dilution Incubation Nom Dilution Révélation
Anti-His Tag 1/500 Anti-mouse 1gG HRP- 1/5000
1h linked Antibody
VvCHI4D 1/10000 T ;
empérature West Pico
ambiante
VVKUN 1/10000
(Protéine
purifiée)
1/1500
VVKUN
Anti-rabbit IgG HRP-linked
(Echantillons Antibody
végétaux
& ) 12h
BcAcp 1/3000 1/60000 West Femto
4°C
BcAsp 1/2000
BcSer 1/5000

Tableau 7: Conditions d’utilisation des différents anticorps utilisés en Western blot.



Les membranes sont ensuite incubées dans une solution d’anticorps primaires dilués
dans du TBS-T Lait 3 % dans les conditions décrites dans le tableau 7, puis une heure dans

une solution d’anticorps secondaires dilués également dans du TBS-T Lait 3 % (Tableau 4).

Le signal est détecté par ChemiDoc™ XRS grace au kit SuperSignal® west pico ou west

femto chemiluminescent substrat (Pierce) en suivant les instructions du fabricant.

9. Tests antigerminatifs de la protéine VVKUN sur les conidies de B. cinerea

Une suspension conidienne a 10° conidies par mL est préparée dans du PDB 12 g.L™* 3
partir d’'une culture solide de B. cinerea de 3 semaines. Un volume de cette suspension est
ajouté a un volume de protéine hétérologue VVKUN, reprise dans du NaAc 20 mM pH 5,2, a
différentes concentrations (50 et 200 ug.mL™), d’une solution de rhamnolipides a 0,5 g.L %,
ou de NaAc 20 mM pH 5,2. Ces solutions sont mises en culture en plaque 96 puits a 21°C en
présence de lumiere (80 pmol.m?2.s™). La germination des conidies est observée au
microscope inversé (Eclipse TE 300, Nikon MicroscopyU, USA) selon une cinétique de temps

de 0,6 et 24 h.

10. Dosages d’activité protéase

10.1. Dégradation de la BSA

Ce test d’activité protéase est réalisé par visualisation de la dégradation de la BSA.
Ainsi 100 uL de solution de protéase a tester sont ajoutés a 200 pL de tampon
citrate/phosphate 100 mM BSA 1 % au pH souhaité. Cette solution est placée a 37°C le
temps de la cinétique. Chaque point de la cinétique est réalisé dans des tubes indépendants
et en triplicats. La réaction est ensuite arrétée aux temps voulus par I'ajout de 400 pL de TCA
(Acide Trichloracétique) 7,5 %. Les tubes sont placés 30 min dans la glace et centrifugés 10
min a 1000 g, 4°C afin de culoter les protéines non dégradées. La DO du surnageant est

finalement mesurée au spectrophotometre a 280 nm a I'aide de cuves en quartz.

78






10.2. pNA

Dans une plaqgue 96 puits, 40 uL de sécrétome concentré 10 fois sont ajoutés a 150
pL de pNA (N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide) (Sigma-Aldrich®, France) puis laissés a
température ambiante le temps de la cinétique. La lecture est réalisée au

spectrophotomeéetre a 405nm.
10.3. Azocaséine

L'azocaséine est un produit composé de caséine conjuguée a un colorant azoique
servant de substrat lors de tests d’activité protéase. La dégradation de I'azocaséine par une
enzyme va libérer le colorant dans le surnageant qui va pouvoir étre analysé par

spectrophotométrie (Charney et Tomarelli, 1947).

Le protocole utilisé lors de cette étude est adapté de celui donné par Billon-Grand et
al., (2002). Le mélange réactionnel comprend 100 uL d’extrait enzymatique a tester, 450 pL
de tampon citrate/phosphate au pH souhaité et 50 pL d’azocaséine (Sigma-Aldrich®, France)
(L’azocaséine est diluée dans un tampon Tris/HCl pH 8 & 15 mg.mL"). Cette solution est
placée a 37°C le temps de la cinétique. Chaque point de la cinétique est réalisé dans des
tubes indépendants et en triplicats. La réaction est ensuite arrétée aux temps voulus par
I'ajout de 150 uL de TCA (Acide Trichloracétique) 30 %. Les tubes sont ensuite centrifugés 10
min a 13000 g pour éliminer le substrat non digéré. Un volume de surnageant est ajouté a un

volume de NaOH 1M et I'absorbance est mesurée au spectrophotometre a 450 nm.

10.4. Les protéases et inhibiteurs de protéases commerciaux

Les protéases commerciales utilisées pour vérifier I'activité inhibitrice des IP sont la
pepsine (protéase aspartique), la papaine (protéase a cystéine) ainsi que la trypsine, la

chymotrypsine et la subtilisine (protéases a sérine) (Sigma-Aldrich®, France).

Les inhibiteurs de protéase commerciaux utilisés lors de ces tests sont le PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride), la leupeptine et la pepstatine (Sigma-Aldrich®, France),

respectivement inhibiteurs de protéases a sérine, de protéases a cystéine et de protéases
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aspartiques. Un inhibiteur protéique de type Kunitz (Sigma-Aldrich®, France) a également

été utilisé.
11. Tests d’inhibition de la dégradation de protéines

Un pg de protéines a dégrader (BSA ou VvChi4D) est mis en présence des différentes
protéases commerciales ou du sécrétome de B.cinerea. A ce mélange est ajouté 1 ug de
protéines hétérologues VvKun ou VvPin ou encore des IP commerciaux tels que le PMSF, la
leupeptine ou la pepstatine (@ 0,1 mM final). Le tout est placé dans un tampon
citrate/phosphate au pH optimal de I'enzyme testée. Les tubes sont vortexés puis placés a
37°C le temps de la cinétique (0, 30 et 60 minutes). La réaction est stoppée par I'ajout de
tampon Laemmli a 2x final. Les échantillons sont stockés a -20°C en attendant leur analyse

par western blot ou coloration au bleu de Coomassie.
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Chapitre 1
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Chapitre 1 : Expression d’inhibiteurs de protéases de vigne au cours du développement et de
traitements éliciteurs ainsi que de protéases de B. cinerea lors de I'infection de la baie et de

la feuille.

Il a précédemment été montré au laboratoire que des protéines PR de la baie sont
dégradées lors de I'infection par B. cinerea (Manteau, 2003 ; Colas, 2012). L’hypothése émise
lors de cette étude est que celui-ci serait capable de dégrader ces protéines PR grace a des

protéases.

B. cinerea sécrete principalement trois classes de protéases, des protéases
aspartiques, des protéases glutamiques et des protéases a sérine (Billon-Grand et al., 2011).
La protéase aspartique 8 (BcAp8 ; BC1G_03070), protéase majoritaire des sécrétomes de B.
cinerea (ten Have et al., 2010 ; Espino et al., 2010), est capable de dégrader in vitro une des
protéines PR majoritaire de la baie mlre retrouvée dans le vin (van Sluyter et al., 2013). La
protéase glutamique acpl (BcAcp ; BC1G_14153), seule protéase de cette classe caractérisée
chez B. cinerea, tout comme une protéase a sérine de type subtilisine (BcSer ; BC1G_04708)
sont également présentes dans des sécrétomes produits sur milieux synthétiques (Espino et
al., 2010 ; Shah et al., 2008 ; Li et al., 2012). Ces trois protéases sont aussi exprimées in
planta lors de l'infection de cotylédons de tournesol par B. cinerea (Billon-Grand et al,,

2011).

Dans I'hypothése d’une dégradation des protéines de défense de la baie par des
protéases sécrétées par le champignon, des inhibiteurs potentiels de ces protéases ont été
recherchés in silico chez la vigne. Aucun IP n’est connu pour inhiber les protéases
glutamiques. Aussi, la recherche d’IP s’est orientée sur des familles dont des membres sont
capables d’inhiber des protéases aspartiques et/ou des protéases a sérine de type
subtilisine. Les protéases aspartiques sont potentiellement inhibées par des membres d’une
seule famille parmi les huit familles d’IP présentes chez la vigne (tableau 2, introduction), il
s'agit de la famille « Kunitz ». Les protéases de type subtilisine quant a elles sont
potentiellement inhibées par trois familles d’IP : les « Kunitz », les « Serpins » et les « Potato
Inhibitor | ». Deux familles ont été retenues, il s’agit des familles « Kunitz » et « Potato

Inhibitor | ».
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Malgré la présence de ces inhibiteurs chez la vigne, les protéines PR sont dégradées
et la baie reste sensible a I'infection par B. cinerea. Dans ce chapitre, nous nous sommes
donc intéressés aux raisons pour lesquelles ces inhibiteurs semblent inefficaces lors de cette

interaction.

Tout d’abord, les deux IP de vigne choisis lors cette étude ont été étudiés in silico.
Ensuite, afin de savoir si ceux-ci sont exprimés au niveau des sites éventuels de pénétration
et de développement de B. cinerea, leur expression a été étudiée par gRT-PCR a la fois dans
des baies saines et dans des baies infectées par le champignon. Par la suite, pour savoir si les
IP sont exprimés au bon moment lors de l'infection, leur expression ainsi que celle des
protéases du champignon ont été étudiées dans des baies naturellement infectées,
prélevées au vignoble et dans des conditions d’inoculation artificielle réalisées au laboratoire
pour connaitre et comparer leur cinétique d’expression respective. Finalement, dans
I’hypothése ou les IP seraient exprimés trop tardivement et/ou en quantité insuffisante, leur
capacité a étre élicités par différentes molécules signal sur baies et sur feuilles de vitroplants
a été étudiée. Dans le chapitre suivant, nous étudierons si les IP choisis sont adaptés aux
protéases de B. cinerea et s'ils sont capables d’inhiber la dégradation de protéines PR par

des protéases du champignon.
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XP 002284447.1  —=—=mmmmmm e m oo MAS-ECEGKSSWPELVGVQGE 20
XP 002284454.1  ——mmmmmmmm oo MAS-ECEGKSSWPELVGVQGE 20
XP 002284467.1  ————mmmmmmm oo MAF-ECRGKTSWPELLGVQKA 20
XP 002277808.1  —=====mmmmm e e MSGPHCFGKQAWPELLGEKAE 21
XP 002269887.1 MADENQRTELPOERPQOSTTIPOEQPHOSTILLEGSVGHPSGVEVAPKTTHEEVVGMIVE 60
* *** .k
XP 002284447.1 VARETIKRENPHITTVDILLEGTIVTQDFY--CTRVRVWVDE--NGIVISVPTIG 71
XP 002284454.1 VAAETIKRENPHITTVDIVLEGTSVTKDFY--CTRVRVWVDE--NGIVISVPTIG 71
XP 002284467.1 VAKATVERENPYVTDVEIVLEGTIVPADLVPVCTRVRIWVDE--SGIVTRVPVVG 73
XP 002277808.1 VAKETIERENPSVR-ARFIKQGHYRTMDYR--CDRVWVWTTEGQTGVVVEVPKVG 73
XP 002269887.1 BBERK IREDMPRVQ-FQUVPPNCFVIMDEN-~TRRVRLHVDS-~EGKVSRAPRIG 110

* * * % . *x  x * .-k
Figure 18: Alignement des séquences protelques des membres de la famille des Potato Inhibitor | de vigne. Le motif
conservé caractéristique de la famille des Potato Inhibitor | (selon http://www.genome.jp/tools/motif/) est grisé. Un
astérisque (*) indique les résidus entierement conservés entre les séquences. Deux points (:) indiquent les résidus ayant des

propriétés fortement similaires. Un point (.) indique les résidus avec des propriétés faiblement similaires.

VYPin — mmm e e MASECE--GKSSWPELVGVQ 18
AtPin = —--——--—— MFVIVEKNPTQNSNHKNLQ----INTFIQEKMASTCEDPGKSSWPELLGAK 47
S1PI1 MESKFAHIIVFFLLATSFETLMARKEIDGPEVIELLKEFDSNLMCE--GKQMWPELIGVP 58

* * * % *kkk o Kk

VvPin GEVAAETIKRENPHITTVDILLEGTIVTQDFYCTRVRVWVDENGIVISVPTIG 71
AtPin GEDAKEVIERENPKMKAV-IILDGTVVPEIFICSRVYVWVNDCGIVVQIPIIG 99
S1PI1 TKLAKEIIEKENPSITNIPILLSGSPITLDYLCDRVRLFDNILGFVVQMPVVT 111

_‘k‘k‘k ‘k‘k‘k :_:‘k‘k‘k . :‘k‘k‘k HE ‘k‘k_:‘k
Figure 19: Alignement des Potato Inhibitor | de vigne (VvPin) d’arabette (Ath ; AT5G43580) et de tomate (SIPI1 ;
XP_004247660.1). Un astérisque (*) indique les résidus entiérement conservés entre les séquences. Deux points (:)
indiquent les résidus ayant des propriétés fortement similaires. Un point (.) indique les résidus avec des propriétés
faiblement similaires. VvPin possede 58% d’identité avec AtPin et 47% avec SIPi1.


http://www.genome.jp/tools/motif/

1. Les inhibiteurs de protéases

Dans cette étude, nous avons choisi de ne prendre en compte que les séquences de
référence (RefSeq) fournies par le NCBI. En effet, il s’agit de séquences non redondantes

représentant une référence stable pour les analyses comparatives.
1.1. VvPin : « Potato Inhibitor | »

Les membres de la famille des « Potato Inhibitor | » sont susceptibles d’inhiber les
protéases a sérine dont celles de type subtilisine. Un IP de cette famille (n° accession
protéine XP_002284447.1), dont I'expression est induite dans des feuilles de vitroplants
infectées par B. cinerea, a été identifié au laboratoire (Bézier 2002, Bézier et al., 2007). Celui-
ci a tout d’abord été nommé VvPR6. En effet, par comparaison de séquences et aux vues de
I'induction de son expression par un agent pathogene tel que B. cinerea, il a pu étre classé
parmi les protéines PR-6.

A ce jour, selon les données fournies par le NCBI, la vigne possederait 5 génes codant
des protéines de la famille des « Potato Inhibitor | ». Trois d’entre eux, dont VvPr6, sont
localisés sur le chromosome 5 (XP_002284447.1; XP_002284454.1 ; XP_002284467.1), un
sur le chromosome 8 (XP_002269887.1) et un dernier sur le chromosome 13
(XP_002277808.1). Ces cinqg protéines appartiennent bien a la famille des « Potato Inhibitor
| » car elles possedent le motif [FYW]-P-[EQH]-[LIV](2)-G-x(2)-[STAGV]-x(2)-A caractéristique
de cette famille (Figure 18). VVPR6 a été sélectionné pour cette étude et a été renommé
VVPin. Celui-ci possede respectivement 47 % et 58 % d’identité avec les « Potato Inhibitor | »
de tomate (SIPI1) et d’arabette (AtPin) (Figure 19), ayant montré un effet contre B. cinerea
(El Oirdi et al., 2011 ; Laluk et al., 2011). Comme tous les membres de cette famille, VVPIN
est une protéine de trés petite taille (71 acides aminés) dont la masse moléculaire est

estimée a 8kDa.
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------------- MKTTFLLLSFLLVAL---------------——-ATQVAPDPLLDTNG
————————— MYFACTATGYAFPLLLRKINIYNEDYACATLLPPLFPTAQAAPDPVLDTDI
____________ MKT-TSLLFSLLLIALAVK-----------PFSVAAESAPDPVLDTEG
____________ MKT-TLFLFSLLLIALAVK---------—--PFPVAAESSPDPVLDTEG
MTTPTFAFRLTTIKT-ISLLLSLLLIALALK-———-—-——-—-—-- PFPVAAEAAPDPVLDIEG
____________ MKTSSLLLFSLFLIALAFN-----------PLPGAAEAAPDPVLDIEG
_________ MLRLIGAVGYIWLVMAISSVAQ--—---—--—------PSNDTNSPVLDTSG

KKVQSGXNYYILPVIRGSDGG-ITTTSVGNETCPLDVVQDXVKALNGLPLTEFTSMNPKKG
KKLQSGVNYYTLPVIRGX-——-—-—————-— GNETCSLDEFVQDXVEASNGLPLTFTPLNPKKG
KKLRSGVDYYILPVFRGRGGG-LTLASTGNETCPLDVVQEQQEVSNGLPLTFTPVNPKKG
————— GVDYYILPVFRGRGGG-LTLASTGNETCPLDVVQEQQEVSNGLPLTFTPVNPKKG
KQLWSGVDYYILPVIRGRGGG-LTLASTGNENCPLDVVQEQHEVSNGLPLTFTPVNPKKG
KKLRSEVDCYILPVIRRRGGGGLTLASTGKETCPLDVVQEQHEVSNGLPLMEFIPVNPKKG
KQLRSGVDYYILPVIRGRGGG-LTVASVRNKTCPLDVVQDKLEVSHGLPLTFTPVNPKQD
QALQRGVEYYILPSTNSSGGG-LTLIN- RNGSCPLYVGQEDQASSQGYPVTFAPFFEQET

I ‘k‘k * . ‘k‘k‘k

VIRVMTDHKIKFSTTTTCVQSTVWKLDEYDQSTRKLEVTTGGVERNPSIQNLSNWEFRIEK
VIXLLTDHNIK-SSAATCIQSTVWKLDEYDESIRKLEVTTGGVEGNLSIQTLSNWFRIEK
VIRVSTDHNIKFSASTICVQSTLWKL-EYDESSGQRFVTTGGVEGNPGRETLDNWEFKIEK
VIRVSTDHNIKFSASTICVQSTLWKL-EYDESSGOQRFVTTGGVEGNPGRETLDNWEFKIEK
VIRVSTDHNIKFSASTICVQSTLWKL-EYDESSGQREVTTGGVEGNPGHETLDNWFKIEK
VIRVSTDHNIEFSAATICIQSTVWKL-EYDESSGQQFVTTGGVEGNPGRGTLSNWFKIEK
VIRVSTDHNIKFSAATICAQSTVWKL-EYDESTGOQRFITTGGVEGNPGRGTLSNWEFKIEK
IIRESRDFSVQFVAFTICIQSTAWRLGERDPETQRRLIVTGGETG ————————— YFRIER
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YEDDYKLVFYPT-TCDFCRPICGD-IDIYIQDGYKRLALS-DVPLKVMFKRALSWLISEN
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Figure 20: Alignement des séquences protéiques des membres de la famille Kunitz de vigne. Un astérisque (*) indique les
résidus entiérement conservés entre les séquences. Deux points (:) indiquent les résidus ayant des propriétés fortement
similaires. Un point (.) indique les résidus avec des propriétés faiblement similaires.

VvKun MKTTLFLFSLLLIALAVKPFPVAAE-—-—-—-—-—-——— SSPDPVLDTEGKQLWSGVDYYILPVI 51
StKun MMKCLFFLCLCLLPIVVFSSTFNSQNLIDLPSESPLPKPVLDTNGKELNPDSSYRIISIG 60
kL Akes Kk ke s % ko kk A kk ks k K K
VvKun RGRGGG---LTLASTGNENCPLDVVQEQHEVSN-GLPLTFTPVNPKKGVIRVSTDHNIKF 107
StKun RGALGGDVYLGKSPNSDAPCPDGVFRYNSDVGCSGTPVREFIPLSTN- IFENQLLNIQFNI 119
*k  kx ke KKk ks ek K ke Kk ks
VvKun SASTICVQSTLWKL-EYDESSGQRFVTTGGVEGNPGHETLDNWFKIEKYEDD-YKLVECP 165
StKun PTVKLCVSYTIWKVGNLNAHLRTMLLETGGTIG----QADSSYFKIVKSSNFGYNLLYCP 175
Skok |k kok . . kxkK Kk .. IR Kok koK
VvKun T----VCDFCKP--VCGDIGIYIQNGYRRLALS-DVPFKVMFKKA 203
StKun ITPPFLCPFCRDDNFCAKVGVVIQNGKRRLALVNENPLDVLEFQQV 220
Kok
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Figure 21: Allgnement de VvKun avec I'lP de pomme de terre (StKun AAMO08398.1). Un astérisque (*) indique les résidus
entiérement conservés entre les séquences. Deux points (:) indiquent les résidus ayant des propriétés fortement similaires.

Un point (.) indique les résidus avec des propriétés faiblement similaires. VvKun posséde 34% d’identité avec StKun.



1.2. VvKun : « Kunitz »

Parmi les IP de vigne, seule la famille « Kunitz» comporterait des membres
susceptibles d’inhiber des protéases aspartiques. En effet, le seul inhibiteur de protéases
aspartiques connu chez les végétaux fait partie de la famille des « Kunitz », et a été identifié

chez la pomme de terre (Heibges et al., 2003b).

A ce jour, selon les données fournies par le NCBI, la vigne possederait 8 génes codant
des protéines de la famille « Kunitz » (Figure 20). Sept d’entre eux sont situés sur le
chromosome 17, le dernier quant a lui n’a pas de localisation chromosomique connue.
Certains sont identifiés sous le nom Miraculine-like. Les Miraculine-like sont un sous-groupe
de la famille des Kunitz présentant une forte homologie de séquence avec les Miraculines,
protéines ayant la particularité de transformer un go(t amer en go(t sucré (Masuda et al.,
1995). Le « Kunitz » de vigne présentant le plus d’homologie avec I'inhibiteur de protéases
aspartiques de pomme de terre (Heibges et al., 2003b) a été choisi pour cette étude. Celui-ci
a été nommé VvKun (n° accession protéine XP_002270111) et partage 34 % d’identité avec
I'lP de pomme de terre (Figure 21 ; Heibges et al., 2003b). D’aprés sa séquence protéique, sa

masse moléculaire est estimée a 22kDa avec le peptide signal, et 20 kDa sans celui-ci.

2. Expression des IP dans la baie saine de Pinot Noir

L'expression des deux IP a tout d’abord été suivie au cours de la maturation des baies
de Pinot Noir pour déterminer si ceux-ci pourraient constituer des défenses préformées de
la baie. Toujours dans ce but, la localisation de leur expression dans la baie mire a

également été étudiée.

2.1. Expression des IP au cours de la maturation de la baie

L'expression de WPin et VvKun a été analysée dans des baies entiéres de Pinot Noir
récoltées en 2008 a quatre stades de développement (Figure 22). L'expression basale des

deux IP au stade BBCH 75, correspondant a des baies vertes de la taille de petits pois, est
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Figure 22: Suivi de I’expression des génes VvPin et VvKun par qRT-PCR au cours de la maturation des baies de Pinot Noir
(2008). BBCH 75 : Baie verte de la taille d’un petit pois ; BBCH 77 : Fermeture de la grappe ; BBCH 81 : Début de la véraison ;
BBCH 89 : Baie mire. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la méthode des courbes standard en
normalisant par rapport au géne VWEFla. Les résultats sont exprimés en nombre de transcrits pour 10000 VvEFla. Les
histogrammes représentent la moyenne des duplicats * |'écart type. En rouge : Facteurs d’induction par rapport au stade
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Figure 23: Suivi de I'expression des génes VvPin et VvKun par qRT-PCR au cours de la maturation des baies de Pinot Noir
sur trois années (2008, 2010 et 2011). BBCH 75 : Baie verte de la taille d'un petit pois ; BBCH 89 : Baie mdre. La quantité de
transcrits est calculée a partir de duplicats selon la méthode des courbes standard en normalisant par rapport au géne
VVEF1a. Les résultats sont exprimés en nombre de transcrits pour 10000 VvEFla. Les histogrammes pour 2010 et 2011
représentent la moyenne de 5 a 8 lots + I'écart type. Les astérisques indiquent des différences significatives entre les stades
BBCH selon Mann-Whitney (** P<0,001 et * P<0,05).
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Figure 24: Suivi de I'expression des génes VvPin et VvKun par qRT-PCR dans la pellicule, la pulpe et les pépins de la baie
mire de Pinot Noir (2012). La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la méthode des courbes
standard en normalisant par rapport au gene WEFla. Les résultats sont exprimés en nombre de transcrits pour 10000
VVEF1a. Les histogrammes représentent la moyenne des duplicats + I'écart type.



tres faible. En effet, seulement 10 et 21 molécules d’ARNm de WvPin et VvKun
respectivement sont détectées pour 10000 molécules d’ARNm de WEFla. Ce niveau
augmente progressivement au cours de la maturation de la baie. Entre le stade BBCH 75 et
le stade BBCH 89, I'expression des IP est induite 134,7 fois pour VvPin et 11,2 fois pour
VvKun. Le taux d’expression des deux génes a été validé sur deux autres années (2010 et
2011) pour les stades BBCH75 (baies vertes petits pois) et BBCH89 (baies mires) en réalisant
5 a 8 lots différents par modalité (Figure 23). Le taux d’expression basal faible au stade BBCH
75 est confirmé pour VvPin. Il est plus élevé et surtout assez variable pour VWKun d’un lot a
I'autre méme au sein d’une méme année (Figure 23). Concernant le stade BBCH89, une
augmentation de la quantité des ARNm codant les deux IP est mesurée par rapport au stade

BBCH75, mais les taux sont la encore assez variables et ce pour les deux IP.

L'expression des IP est donc induite au cours de la maturation de la baie.
L'accumulation d’ARNm de WPin est toujours supérieure a celle d’ARNm de VvKun au stade
BBCH89. Les deux IP pourraient donc faire partie des défenses préformées de la baie mre.

Pour le confirmer, la localisation de leur expression tissulaire au sein de la baie a été étudiée.

2.2. Localisation de I’expression des IP dans la baie mire de Pinot Noir

Une accumulation des ARNm des deux IP ayant été démontrée dans la baie mdre,
I'analyse a été approfondie en différenciant différents tissus de la baie mdre : la pellicule, la
pulpe ainsi que les pépins (Figure 24). Les inhibiteurs de protéases sont en effet connus pour

étre exprimés dans les graines lors de la mise en place des réserves (Cf. lll.2.a.).

Par rapport a I'accumulation des ARNm dans la baie mire compléte qui ne donne
qu’un apercu global (Figure 23), I'analyse des différents tissus révele des différences
d’accumulation drastiques (figure 24). L'accumulation des ARNm codant les deux IP est
faible dans la pellicule et la pulpe de la baie mire de Pinot Noir. En revanche elle est trés
élevée dans les pépins, d’un facteur 250 a 480 fois par rapport a la pellicule/pulpe selon le
geéne considéré. Ce différentiel d’accumulation entre pellicule/pulpe et pépins a également

été mesuré sur un autre préléevement (Figure 27).
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Figure 25: Stades d’infection de baies botrytisées sur une grappe de Pinot Noir : Stade 1 (S1) : Baies saines prélevées sur
des grappes infectées ; Stade 2 (S2) : Baies présentant un spot d’infection de 5 a 10 mm de diamétre ; Stade 3 (S3): Baies
présentant une perte de couleur et recouvertes d’une quantité importante de conidies ; Stade 4 (S4): Baies complétement
flétries.
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Figure 26: Suivi de I'expression des génes WwPin et VvKun par qRT-PCR dans les baies de Pinot Noir infectées
naturellement par Botrytis cinerea sur quatre années (2008, 2010, 2011 et 2013). La quantité de transcrits est calculée a
partir de duplicats selon la méthode des courbes standard en normalisant par rapport au gene VvEF1a. Les résultats sont
exprimés en nombre de transcrits pour 10000 VvEF1a. Les histogrammes représentent la moyenne des résultats obtenus
sur 5 lots répartis sur 4 années * I'écart type. Les histogrammes présentant la méme lettre ne présentent pas de moyennes
significativement différentes a P<0,05 selon Mann-Whitney. Stades d’infection ; Stade 1: Baies saines prélevées sur des
grappes infectées ; Stade 2 : Baies présentant un spot d’infection de 5 a 10 mm de diametre ; Stade 3 : Baies présentant une
perte de couleur et recouvertes d’une quantité importante de conidies ; Stade 4 : Baies compléetement flétries. Expérience
réalisée sur des baies de Pinot Noir de 2008, 2010, 2011 et 2013. En rouge : Facteurs d’induction par rapport au stade S1.



Ces résultats mettent en évidence que dans la baie mire de Pinot Noir, les genes

codant les deux IP sont exprimés en majorité dans les pépins.

3. Expression des IP et des protéases lors de I'infection naturelle des baies de Pinot Noir

L'expression des deux IP ainsi que celle de trois protéases du champignon ont été
analysées lors de l'infection de la baie de Pinot Noir. Il s’agissait ainsi de vérifier que les IP
s‘exprimaient suffisamment t6t par rapport aux différentes protéases pour étre

potentiellement efficaces.

Par ailleurs, afin de savoir si les IP s’expriment dans les sites stratégiques de
pénétration/développement du champignon, leur localisation tissulaire (pépins,

pellicule/pulpe) lors de I'infection a également été étudiée.
3.1. Expression des IP dans la baie infectée

L’expression des deux IP a été analysée au cours de I'infection naturelle de la baie de
Pinot Noir. Des grappes partiellement botrytisées ont été récoltées au vignoble en 2008,
2010, 2011 et 2013, et les baies ont été réparties en quatre stades d’infection pour I'analyse
(Figure 25). Un échantillonnage en 2012 n’a pu étre réalisé faute de pourriture grise dans la
parcelle de prélévement cette année-la. Sur les quatre années étudiées, entre le stade S1 et
le stade S4, I'expression de VPin est en moyenne induite 27 fois et celle de WKun 33 fois
(Figure 26). Aux stades d’infection les plus avancés, S3 et S4, I'accumulation des ARNm
codant les deux IP est assez variable d’'une année a I'autre ce qui se traduit par des écarts
types importants (Figure 26). L'expression des deux IP est donc induite au cours de

I'infection de la baie par B. cinerea.

Il est a noter que le taux de base des baies mdres saines (Figures 22 et 23) est
inférieur au taux retrouvé dans les baies au stade S1 (figure 26). En effet, les résultats
obtenus en baies S1 sont 4 et 2 fois supérieurs pour WPin et VvKun respectivement par
rapport a ceux obtenus en baies saines. Cette différence est probablement due au décalage
de temps entre les différents échantillonnages. En effet, les baies botrytisées sont récoltées

en moyenne une semaine apres les baies mlres saines.
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Figure 27: Suivi de I'expression des génes VvPin et VvKun par qRT-PCR dans les pépins (Pép) et un mélange
pellicule/pulpe (P/P) de baie miire de Pinot Noir aux stades S1 et S3 (2013). La quantité de transcrits est calculée a partir
de duplicats selon la méthode des courbes standard en normalisant par rapport au géne VVEFla. Les résultats sont
exprimés en nombre de transcrits pour 10000 VvEF1a. Les histogrammes représentent la moyenne des duplicats + I'écart
type. Expérience réalisée sur vingt baies mlres de Pinot Noir botrytisées récoltées au vignoble.
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Figure 28: Suivi de I'expression des génes BcAcp, BcAp8 et BcSer par qRT-PCR dans les baies de Pinot Noir (2011 et 2013)
infectées naturellement par Botrytis cinerea. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la méthode
des courbes standard en normalisant par rapport au gene BcAct. Les résultats sont exprimés en nombre de transcrits pour
10000 BcAct. Les histogrammes représentent la moyenne des duplicats. S2, S3, S4 : Stades d’infection ; Stade 2 : Baies
présentant un spot d’infection de 5 a 10 mm de diamétre ; Stade 3 : Baies présentant une perte de couleur et recouvertes
d’une quantité importante de conidies ; Stade 4 : Baies completement flétries. En rouge : Facteur d’induction par rapport au
stade S2.
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Nous nous sommes ensuite intéressés a distinguer I'accumulation des ARNm codant
les deux IP entre les pépins et un mélange pellicule/pulpe de baies sans symptome (S1) et de

baies infectées au stade S3 (Figure 27).

Dans les baies S1, I'accumulation des ARNm de VvPin et VKun a lieu principalement
dans les pépins (Figure 27), comme dans les baies saines de stade BBCH89 (Figure 24). Dans
la baie infectée de stade S3, une accumulation importante des ARNm WWPin et VWKun est
mesurée a la fois dans les pépins et la pellicule/pulpe (Figure 27). Cette accumulation est
plus importante dans les pépins que dans la pellicule/pulpe, mais en comparaison au taux
mesuré dans les baies S1, au stade S3, I'expression de WPin et VvKun n’est induite que 2,8
fois dans les pépins alors qu’elle est induite 200 a 300 fois dans le reste de la baie. L'infection
par B. cinerea induit donc beaucoup plus fortement I'expression des IP dans la pellicule et la
pulpe que dans les pépins. Ce résultat montre que lors de I'infection par le champignon, une
accumulation importante des ARNm codant les deux IP s’effectue au niveau des sites de

développement de B. cinerea que sont la pellicule et la pulpe.

3.2. Expression des protéases de B. cinerea lors de I'infection naturelle de la baie de

Pinot Noir

L'expression de trois protéases du champignon (BcAcp, BcAp8 et BcSer) a été
analysée lors de l'infection naturelle de la baie de Pinot Noir sur les années 2011 et 2013
(Figure 28). Entre ces deux années, les taux d’expression des différents genes étant tres
variables, nous présenterons ici les résultats obtenus pour les deux années et non une valeur

moyennée.

La protéase glutamique BcAcp et la protéase aspartique BcAp8 présentent un profil
d’expression similaire, bien que les ARNm de BcAcp s’accumulent plus fortement que ceux
de BcAp8. Le taux d’ARNm de BcAcp et BcAp8 est élevé des le début de I'infection de la baie
(stade S2), se maintient au stade S3 (année 2011) ou diminue légérement (année 2013) pour
atteindre le taux minimum au stade S4. Pour les deux années, le taux des ARNm des deux
protéases est de 2 a 4,5 fois inférieur au stade S4 par rapport au stade S2. Contrairement
aux deux protéases acides, I'accumulation des ARNm codant la protéase a sérine BcSer est
faible en début d’infection mais augmente tout au long de celle-ci pour atteindre des

niveaux 2,4 a 3,8 fois plus élevés au stade S4.
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Figure 29: Baies de Pinot Noir (2012) détachées infectées artificiellement par B. cinerea souche 630. JPI: Jours post
inoculation.
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Figure 30: Suivi de I'expression des génes VvPin et VvKun par qRT-PCR dans les baies de Pinot Noir (2012) infectées
artificiellement par Botrytis cinerea souche 630. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la
méthode des courbes standard en normalisant par rapport au gene VvEFla. Les résultats sont exprimés en nombre de
transcrits pour 10000 VvEF1a. JPI: Jours post inoculation. En rouge : facteurs d’induction par rapport a 0 JPI. Expérience
réalisée une fois sur 10 baies de chaque stades.



Durant l'infection de la baie de Pinot Noir, les protéases acides sont donc exprimées
en premier. La protéase a sérine est quant a elle exprimée en fin d’infection. L’expression
des deux IP (Figure 26) est donc induite en méme temps que |'expression de la protéase a

sérine et apres celle des deux protéases acides.

4. Expression des IP et des protéases lors de I'infection artificielle de baies de Pinot Noir

Des baies mires de Pinot Noir ont été récoltées au vignoble en 2012, année sans
pourriture grise dans notre parcelle de prélevement, et ont été infectées en laboratoire par
vaporisation de la surface des baies avec B. cinerea souche 630, isolée du vignoble
champenois (Giraud et al., 1997 ; Fournier et al., 2003). Cette expérience nous permet
d’introduire la notion de temps dans la cinétique d’infection de la baie et de disposer d’une
référence B. cinerea au temps 0. Les baies a 0 jours post inoculation (JPI) correspondent a
des baies congelées juste apres inoculation. A 7 JPI, les baies présentent quelques spots
d’infection avec sporulation (Figure 29). A 11 JPI, les baies présentent une perte de couleur
et sont recouvertes de maniere homogene d’'une quantité importante de conidies ce qui est
comparable au stade S3 du vignoble. A 23 JPI, les baies sont complétement flétries ce qui est

comparable au stade S4 du vignoble.

L'expression des deux IP (Figure 30) et celle des protéases de B. cinerea (Figure 31)
ont donc été étudiées sur ces quatres stades (de 0 a 23 JPI). Néanmoins, cette expérience

n’ayant été réalisée qu’une seule fois, il ne s’agit ici que de résultats préliminaires.

A 0 JPI, I'expression des deux IP est comparable a celle retrouvée dans les baies S1 du
vignoble (Figure 30). Leur expression est induite des 7 JPI d’un facteur 11,6 pour VvPin et 3,3
pour WKun et ne cesse d’augmenter au cours de I'infection comme observé au vignoble sur
les différentes années testées (Cf. Figure 26). A 23 JPI, I'expression de WPin est induite 40,5

fois par rapport a 0 JPI et celle de VWwKun est induite 14,5 fois.
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Figure 31: Suivi de I'expression des génes BcAcp, BcAp8 et BcSer par qRT-PCR dans les baies de Pinot Noir (2012)
infectées artificiellement par Botrytis cinerea souche 630. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon
la méthode des courbes standard en normalisant par rapport au gene BcAct. Les résultats sont exprimés en nombre de
transcrits pour 10000 BcAct. JPI : Jours post inoculation. En rouge : facteurs d’induction par rapport a 7 JPI.



Concernant les trois protéases de B. cinerea, il est a noter que leur expression est
déja détectée au niveau des baies saines seulement inoculées avec les conidies germées
(Figure 31). Aussi, leur expression a 0 JPI n’est pas en rapport avec une réaction d’attaque de
la part du champignon mais plus probablement avec son développement et notamment sa
germination. L'accumulation des ARNm codant la protéase glutamique BcAcp et la protéase
aspartique BcAp8 est trés importante 7 JPI. Leur quantité chute ensuite a 11 JPI et conserve
un taux similaire jusqu’a 23 JPI. Entre le taux maximal a 7 JPI et le taux minimal a 11 ou 23
JPI, I'expression de BcAcp chute environ d’un facteur 5 et celle de BcAp8 d’un facteur 14.
Contrairement aux deux protéases acides, les ARNm codant la protéase a sérine BcSer sont
moins présents a 7 JPl qu’a 0 JPI, puis leur guantité augmente réguliéerement pour atteindre

un niveau 7 fois plus élevé a 23 JPI qu’a 7 JPI.

Comme dans les baies naturellement infectées au vignoble, durant linfection
artificielle de la baie de Pinot Noir, I'expression des génes codant les deux protéases acides
est précoce et maximale en début d’infection alors que I'expression du géne codant la
protéase a sérine est plus tardive et maximale en fin d’infection. Les profils d’induction des
geénes codant les deux IP sont similaires et ils sont également comparables a celui du gene
codant la protéase a sérine. Aussi, cette méthode d’infection de baies au laboratoire semble
assez bien retranscrire les évenements mesurés au vignoble mais permet de travailler en
conditions controlées, que ce soit au niveau de I'inoculum fongique, de la température, de
I’humidité ou encore du temps. Cependant, il s’agit ici de résultats préliminaires nécessitant

d’étre répétés.

5. Expression des protéases et des IP lors de I'infection de feuilles de vitroplants

La composition des baies et des feuilles de vigne étant tres différente, un différentiel
d’expression des armes d’attaque du champignon, dont celle des protéases, peut étre
attendu. Aussi, I'expression des protéases du champignon ainsi que celle des inhibiteurs de

protéases de vigne ont été suivies lors de I'infection artificielle de feuilles de vitroplants.
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Figure 32: Feuilles de vitroplants détachées infectées par B.cinerea souche 630. Infection avec 4 a 5 goutes de suspension
conidienne & 10° conidies.mL™ prégermée pendant 6h. Hpi : Heures post inoculation.
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Figure 33: Suivi de I'expression des génes BcAcp, BcAp8 et BcSer par qRT-PCR dans des feuilles de vitroplants détachées
infectées par B.cinerea souche 630. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la méthode des
courbes standard en normalisant par rapport au gene BcAct. Les résultats sont exprimés en nombre de transcrits pour
10000 BcAct. Les graphiques représentent la moyenne des duplicats + I'écart type d’une expérimentation représentative
parmis trois. Hpi: Heures post inoculation.



L'utilisation de ce matériel végétal nous a permis d’établir une cinétique de temps trées
précise permettant notamment de mettre en relation les symptomes avec I'expression des

différentes protéases.

La figure 32 montre I'évolution des feuilles de vitroplants lors de l'infection par
B.cinerea souche 630. Entre 0 et 6 Hpi aucun changement n’est visible. A partir de 12 Hpi, les
gouttes contenant les conidies du champignon commencent a devenir brunatres. A 18 Hpi,
les gouttes sont bien brunes et un début de nécrose est observable. A 24 Hpi, les nécroses
sont nettes et commencent a dépasser le diametre de la goutte. A 36 Hpi, les nécroses se
sont étendues au-dela de la goutte et mesurent environ 5 mm. A 48 Hpi la feuille est

complétement infectée par le champignon et a 72 Hpi le champignon a sporulé.

5.1. Expression des protéases de B. cinerea lors de I'infection de feuilles de vitroplants

L'expression des protéases du champignon a été analysée lors de l'infection de
feuilles de vitroplant (Figure 33). Cette expérience a été réalisée trois fois et a montré les
mémes tendances globales mais avec des niveaux d’expression trés différents. Aussi une

seule des trois manipulations sera représentée.

L'expression de la protéase glutamique BcAcp est induite lors de l'infection de la
feuille de vitroplants. Son taux est minime a 0 Hpi et atteint un premier pic a 6 Hpi ou son
expression est induite 3 fois par rapport au temps 0 Hpi. Ensuite, son expression diminue
jusqu’a 12 Hpi pour revenir a son taux basal. A partir de 18 Hpi, I'expression de BcAcp est
induite et atteint son maximum a 36 Hpi ou son taux est 1107 fois plus important que son
taux basal puis, I'expression de BcAcp décroit jusqu’a 72 Hpi pour atteindre un niveau 8 fois

inférieur au maximum.

L'expression de la protéase aspartique BcAp8 est également induite lors de I'infection
de la feuille de vitroplant. Tout comme BcAcp, |'expression de BcAp8 connait un pic a 6 Hpi.
En effet son expression est induite 7 fois par rapport au niveau basal de 0 Hpi puis, son
expression diminue jusqu’a 12 Hpi pour atteindre un niveau 2 fois inférieur. A partir de 18

Hpi, I'expression de BcAp8 est induite et atteint son maximum a 24 Hpi ou son taux est 556
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fois plus important que son taux basal. Ensuite, I'expression de BcAp8 décroit jusqu’a 72 Hpi

pour atteindre un niveau 21 fois inférieur au maximum.

L’expression de la protéase a sérine BcSer est aussi induite au cours de 'infection de
la feuille de vitroplant. Comme les deux protéases acides, I'expression de BcSer connait un
pic a 6 Hpi. En effet son expression est induite 817 fois par rapport au niveau basal de 0 Hpi.
Ensuite, son expression diminue jusqu’a 12 Hpi pour atteindre un niveau nul. A partir de 24
Hpi, son niveau d’expression augmente progressivement pour atteindre son maximum a 72

Hpi ou son taux est 3494 fois plus élevé qu’a 0 Hpi.

Les trois protéases s’expriment donc toutes transitoirement a 6 Hpi alors qu’aucun
symptome n’est observable sur les feuilles. Les deux protéases acides sont ensuite
exprimées transitoirement dés 18 Hpi c’est-a-dire au moment ou les premiéres nécroses
commencent a apparaitre sur les feuilles. Elles atteignent leur maximum d’expression quand
la protéase a sérine commence a s’exprimer c’est-a-dire au moment ou les nécroses
commencent a s’étendre. La protéase a sérine, contrairement aux deux protéases acides,
continue a s’exprimer tout au long de I'infection jusqu’a ce que la feuille soit complétement

nécrosée et que le champignon sporule.

Comme lors de l'infection de la baie de Pinot Noir, deux phases peuvent étre
différenciées concernant I'expression de ces trois protéases. Une premiere phase au cours
de laquelle I'expression des deux protéases acides est fortement induite puis une seconde
au cours de laquelle leur expression chute pour laisser place a celle de la sérine protéase.
Cependant, il est a noter que la protéase a sérine est beaucoup plus exprimée en feuille
gu’en baie. En effet son expression est en moyenne induite d’un facteur 7 en baie et d’un

facteur 3494 en feuille.

5.2. Expression des IP lors de I'infection de feuilles de vitroplant

L'expression des deux IP a également été suivie pour pouvoir la comparer a celle des

protéases de B. cinerea.
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Figure 34: Suivi de I’expression des génes VvPin et VvKun par qRT-PCR dans des feuilles de vitroplants détachées et
infectées (Bc) ou non (NT) par B.cinerea souche 630. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la
méthode des courbes standard en normalisant par rapport au gene VvEFla. Les résultats sont exprimés en nombre de
transcrits pour 10000 VVEF1a. Les graphiques représentent la moyenne des duplicats + I'écart type d’une expérimentation
sur les deux réalisées. NT: Feuilles détachées non infectées; Bc: Feuilles détachées infectées avec B.cinerea souche 630.



L’expression de VWPin et VvKun est tres faible dans les feuilles de vitroplants saines
(Figure 34). En effet seulement 1 a 3 molécules d’ARNm des deux IP sont présentes dans
celles-ci avant l'infection. La mise en survie des feuilles détachées provoque une légére
induction des deux IP. En effet, dans les feuilles non traitées (NT), I'expression de VvPin est

induite 44 fois entre 0 Hpi et 72 Hpi et 13 fois pour VWKun (non visible sur la figure 34).

Dans les feuilles infectées par B.cinerea, |'expression de WWPin et WKun est
respectivement induite dés 24h et 36h aprés I'inoculation avec le champignon. Entre O Hpi et
72 Hpi I'expression de VPin est induite 201 fois et celle de VvKun 1839 fois. L'expression des

deux IP est donc induite en réponse a l'infection par le champignon.

Les deux IP sont donc exprimés en méme temps que la protéase a sérine et apreés les
deux protéases acides tout comme dans les baies naturellement infectées et dans les baies

infectées au laboratoire.

6. Expression des IP a la suite de traitements éliciteurs

Les résultats obtenus indiquent que les IP auraient a la fois une localisation et une
cinétique d’expression non optimales pour pouvoir contrer I'attaque de B. cinerea puisque
leur expression est initialement localisée dans les pépins et induite aprés celle des protéases
acides du champignon. Aussi, leur capacité a étre élicités a été recherchée afin de savoir si
leur expression pourrait étre induite avant I'infection par le champignon et si oui, par quelle

voie de signalisation.

L'expression des deux IP a donc été suivie a la fois sur baies vertes (BBCH 75) et sur
baies mares (BBCH 89) de Pinot Noir en réponse a différents traitements. Ces deux
échantillonnages ont été choisis car au vignoble B. cinerea attaque préférentiellement les
baies mires. Néanmoins, si les deux IP sont efficaces contre lui, il serait intéressant d’induire
leur expression avant méme l'infection du champignon c’est-a-dire avant la maturité de la

baie.

Un premier traitement consistant en une blessure obtenue par détachement du

pédicelle de la baie, a été retenu comme traitement de référence.
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Figure 35: Suivi de I'expression du géne VvPin par qRT-PCR dans des baies vertes de Pinot Noir détachées (2011) et
traitées avec du MelA, du Bion ou une blessure. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la
méthode des courbes standard en utilisant I'expression du géne WEFla comme contréle. Les résultats représentent les
facteurs d’induction maximaux obtenus pour les différents traitements par rapport aux baies non traitées d’une
expérimentation représentative. MeJA : Methyl Jasmonate ; Bless : Blessure ; SBless, SMeJA, SBion : Témoins correspondant
aux différents traitements. Taux de base dans les baies vertes : 17 ARNm/10000 ARNm VWEF1a (non illustré).
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Figure 36: Suivi de I'expression du géne VvKun par qRT-PCR dans des baies vertes de Pinot Noir détachées (2011) et
traitées avec du MelA, du Bion ou une blessure. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la
méthode des courbes standard en utilisant I'expression du gene VWEFla comme contrdle. Les résultats représentent les
facteurs d’induction maximaux obtenus pour les différents traitements par rapport aux baies non traitées d’une
expérimentation représentative. MeJA : Methyl Jasmonate ; Bless : Blessure ; SBless, SMelJA, SBion : Témoins correspondant
aux différents traitements. Taux de base dans les baies vertes : 129 ARNm/10000 ARNm VVEF1a (non illustré).



En effet, les IP étant connus pour répondre a la blessure (Ryan, 1990), ce stress nous permet
de savoir si les deux IP choisis dans cette étude réagissent de la méme fagon que la majorité
des IP connus. Les traitements au Bion et au MeJA ont été choisis dans le but de savoir si la

voie du SA ou celle du JA est impliquée dans I'expression des deux IP.

Ces tests ont été réalisés sur trois lots de baies collectés sur deux années (2010 et
2011). Les graphiques présentés en figures 35 a 38 montrent les résultats obtenus sur un des
deux lots de 2011, ceux des deux autres lots montrant la méme tendance mais des niveaux
d’expression différents. Ces graphiques représentent I'induction maximale observée, sur une
cinétique allant de 0 a 96 hpt, de I'expression des deux IP pour chaque traitement par
rapport a des baies non traitées. Leur expression a également été suivie sur feuilles de
vitroplants en réponse au MeJA et au Bion afin de savoir si cet organe réagit de la méme

facon que les baies.

6.1. Expression des IP a la suite de traitements éliciteurs sur baies vertes

Les figures 35 et 36 montrent respectivement I'induction maximale de I'expression de
VVPin et VvKun dans des baies vertes (BBCH 75) de Pinot Noir lors des trois traitements

choisis.

Le taux d’expression basal faible observé dans les baies vertes non traitées (résultats
non illustrés), soit 17 et 129 molécules d’ARNm pour VWvPin et WKun respectivement,
confirme les résultats illustrés par la figure 23 ainsi que la variabilité d’expression de VvKun

dans cet organe.

La mise en survie des baies sans traitement préalable (SBless, SMelJA et SBion)
semble induire I'expression des deux IP, et plus fortement de VWKun. En effet, |'expression
de WPin est induite entre 6 et 71 fois dans les différents témoins et entre 36 et 78 fois pour
VWvKun.

L'expression de VvPin est induite 306 fois par la blessure, 825 fois par I'exposition au
MelA et 160 fois en présence de Bion par rapport a une baie non traitée. Son expression est

donc plus fortement induite par le MelA que par les deux autres traitements réalisés.
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Figure 37: Suivi de I'expression du géne VvPin par qRT-PCR dans des baies miires de Pinot Noir détachées (2011) et
traitées avec du MelA, du Bion ou une blessure. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la
méthode des courbes standard en utilisant I'expression du géne VWEFla comme contrdle. Les résultats représentent les
facteurs d’induction maximaux obtenus pour les différents traitements par rapport aux baies non traitées d’une
expérimentation représentative. MeJA : Methyl Jasmonate ; Bless : Blessure ; SBless, SMeJA, SBion : Témoins correspondant
aux différents traitements. Taux de base dans les baies m{res : 610 ARNm/10000 ARNm WEF1a (non illustré).
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Figure 38: Suivi de I'expression du géne VvKun par qRT-PCR dans des baies mires de Pinot Noir détachées (2011 et
traitées avec du MelA, du Bion ou une blessure. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la
méthode des courbes standard en utilisant I'expression du gene VWEFla comme contrdle. Les résultats représentent les
facteurs d’induction maximaux obtenus pour les différents traitements par rapport aux baies non traitées d’une
expérimentation représentative. MeJA : Methyl Jasmonate ; Bless : Blessure ; SBless, SMelJA, SBion : Témoins correspondant
aux différents traitements. Taux de base dans les baies m{res : 178 ARNm/10000 ARNm WEF1a (non illustré).



L'expression de VvKun quant a elle est induite 131 fois lors de la blessure, 191 fois par
I’exposition au MelA et 195 fois en présence de Bion par rapport a une baie non traitée. Les
inductions maximales ainsi observées sont a peu prés équivalentes entre les différents
traitements.

En conclusion, les trois traitements, blessure et exposition au MelA et au Bion, induisent

donc I'expression des deux IP VwPin et VvKun dans la baie verte de Pinot Noir.

6.2. Expression des IP lors de traitements éliciteurs sur baies mares :

Les figures 37 et 38 montrent respectivement I'induction maximale de I'expression de
VPin et VvKun dans des baies m(res (BBCH 89) de Pinot Noir lors des trois traitements

choisis.

Le taux d’expression basal observé dans les baies mlres non traitées (résultats non
illustrés), soit 610 et 178 molécules d’ARNm pour VWPin et VvKun respectivement, confirme

la variabilité d’expression des deux IP dans cet organe (Cf. Figure 23).

Dans la baie m(re de Pinot Noir, I'expression de VvPin est induite 58 fois par la
blessure. Les deux autres traitements quant a eux ne semblent pas induire I'expression de
VvPin. En effet, son expression est induite entre 18 et 19 fois par le MelJA et le Bion
respectivement alors que leurs témoins respectifs l'induisent entre 10 et 12 fois.
L’expression de WKun quant a elle est induite 17 fois par la blessure. Tout comme WPin, les
deux autres traitements ne semblent pas induire son expression puisque celle-ci augmente
d’un facteur 4 a 5 en présence du Bion et du MelA respectivement alors que leurs témoins
respectifs I'induisent entre 3 et 6 fois.

En baie mire, I'expression des deux IP ne semble induite qu’en réponse a la blessure

et non par les deux molécules signal testées.

L'induction de I'expression des deux IP est beaucoup plus élevée en baies vertes
gu’en baies mires. En effet, I'expression de VvPin est induite d’un facteur 306, 825 et 160 en
réponse a la blessure, au MelA et au Bion respectivement en baies vertes alors qu’en baies

m{ires son expression n’est induite qu’en réponse a la blessure et seulement d’un facteur 58.
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Figure 39: Suivi de I’expression des génes VvPin et VvKun par qRT-PCR dans des feuilles de vitroplants traitées avec du
Bion ou du MelJA. La quantité de transcrits est calculée a partir de duplicats selon la méthode des courbes standard en
utilisant I'expression du gene VWEF1a comme controle. Les résultats représentent la moyenne des facteurs d’induction
maximaux obtenus pour les différents traitements par rapport aux feuilles non traitées de deux répétitions biologiques + les
écarts types. MelA : Methyl Jasmonate. Taux de base dans les feuilles de vitroplants : 2 ARNm VvPin/10000 ARNm VVEF1a
et 3 ARNm VvKun/10000 ARNm VVvEF1a (non illustré).



Pour ces trois mémes traitements, I'expression de VvKun quant a elle est induite d’un
facteur 131, 191 et 195 en baies vertes alors qu’en baies m(res elle n’est induite que d’un

facteur 17 par la blessure et n’est pas induite pour les deux autres traitements.

6.3. Expression des IP a la suite de traitements éliciteurs sur feuilles de vitroplants

L’expression des deux IP a également été suivie sur feuilles de vitroplants en réponse
a des traitements éliciteurs tels que le Bion et le MeJA (Figure 39). Le taux d’expression basal
extrémement faible observé dans les feuilles non traitées (résultats non illustrés), soit 2 et 3
molécules d’ARNm pour VvPin et VvKun respectivement, confirme les résultats illustrés dans

la figure 34.

Ainsi, comme le montre la figure 39 représentant les facteurs d’induction moyens
obtenus sur deux répétitions biologiques, I'expression de WWPin et VWKun est fortement
induite dans les feuilles de vitroplants traitées au MelA. En revanche, I'expression des deux

IP n’est pas induite dans les feuilles de vitroplants en réponse au traitement par le Bion.

Sur feuille de vitroplants, I'expression des deux IP est donc induite trés fortement en
réponse au MelJA et non au Bion alors qu’en baies vertes leur expression est induite par ces

deux molécules et qu’en baies mires aucune de celles-ci ne semble efficace.
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Discussion

L'expression des deux IP, VwPin et VWKun, est induite au cours de la maturation de la
baie de Pinot Noir. Une variabilité dans leur taux d’expression a été observée lors de la
maturation, celle-ci pourrait en partie étre expliquée par les échantillonnages réalisés. En
effet, les différents stades de développement des baies ont été définis uniquement sur des
criteres visuels sans prendre en compte les indices de maturation tels que les taux de sucre

ou encore de polyphénols.

Dans la baie, I'expression des IP est localisée majoritairement au sein des pépins. Ce
résultat de localisation est en accord avec une analyse transcriptomique réalisée sur baies de
Cabernet Sauvignon, qui a montré que trois IP, deux Potato Inhibitor | dont VvPin et une
phytocystatine, sont majoritairement exprimés dans les pépins relativement a la pellicule et

a la pulpe (Grimplet et al., 2007).

L'accumulation d’IP dans les pépins au cours de la maturation, peut étre mise en
relation avec leur réle potentiel dans la mise en place des réserves de la graine et le contréle
de l'activité protéolytique. Une étude suggere que les protéases responsables de la
dégradation des réserves protéiques seraient des protéases a sérine de type subtilases
(Schaller et al., 2012). L'accumulation d’IP tels que des Potato Inhibitor | ou des Kunitz,

pouvant potentiellement inhiber ce type de protéases, pourrait donc s’expliquer.

En revanche, méme s’ils sont accumulés tout au long de la maturation de la baie,
VvPin et VvKun sont naturellement peu exprimés dans la pellicule pourtant lieu privilégié de
pénétration du champignon, ce qui laisserait penser qu’ils ne pourraient pas constituer des
défenses préformées efficaces. Néanmoins, il n’est pas impossible que B. cinerea s’installe
trés précocement dans la baie. Plusieurs auteurs ont montré qu’il pourrait en effet se
développer sur les capuchons floraux sénescents de la fleur et contaminer la base du
réceptacle, menant alors a une infection latente (McClellan et Hewitt, 1973 ; Keller et al,,
2002 ; Pezet et al., 2003 ; Viret et al., 2004 ; Sanzani et al., 2012). La présence d’IP dans les
pépins aurait ainsi un role protecteur de la graine dont la fonction principale, rappelons-le,
est d’assurer la pérennité et la propagation de I'espéce. Cette derniére peut étre réalisée par

des animaux qui, en consommant les baies, vont disséminer les pépins.
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Les IP pourraient ainsi prévenir leur dégradation par des protéases digestives d’animaux, ou
encore de bactéries ou de champignons tels que B. cinerea. Pour cela, les IP pourraient faire

partie des défenses préformées efficaces des pépins.

L'expression de VWPin et de VWKun est induite lors de I'attaque de la baie par B.
cinerea. Ceux-ci peuvent donc bien étre considérés comme des protéines PR (van Loon et al.,
2006) et plus particulierement des PR-6 méme si initialement cette famille ne comprenait
que des « Potato Inhibitor | » (Green et Ryan, 1972 ; van Loon et al., 1994 ; Sels et al., 2006).
Lors de l'attaque, I'expression des IP est fortement induite au niveau des sites de
pénétration/développement potentiels du champignon que sont la peau et la pulpe. Nous
pouvons donc en déduire que VvPin et VvKun font bien partie des défenses mises en place
par la plante lors de l'infection par B. cinerea. Néanmoins, I'induction de I'expression de
ceux-ci en réponse a l'agent pathogéne n’implique pas qu’ils soient efficaces contre B.

cinerea.

Que ce soit dans la baie infectée naturellement ou artificiellement par B. cinerea, ou
dans la feuille infectée artificiellement, les deux IP s’expriment en méme temps que la
subtilisine de B. cinerea. Dans ces deux organes, la subtilisine étudiée s’exprime en fin
d’infection lorsque I'organe est complétement dégradé. Dans la baie, en plus d’étre tardive,
I'expression de BcSer est tres faible, aussi si les IP sont adaptés a l'inhibition de cette
protéase, ce qui sera vérifié dans le second chapitre, leur action semble peu adaptée a la

défense de la plante.

Pourtant, il a été montré chez la tomate, qu’un « Potato Inhibitor I » (SIPI I) serait
potentiellement important dans la résistance face a B. cinerea puisque des feuilles sous-
exprimant cet IP sont plus sensibles a B. cinerea (El Oirdi et al., 2011). Chez I'arabette, des
plants sur-exprimant un « Potato Type | » sont plus résistants a B. cinerea, alors que des
plants sous-exprimant cet IP se sont révélés plus sensibles (Laluk et al.,, 2011). Néanmoins, la
protéine VVPIN ne possede que 47 % et 58 % d’identité respectivement avec ces deux IP, ce
qui pourrait en partie expliquer leurs différences. De plus, une étude portant sur I’'évolution
de la famille des « Potato Inhibiror | » a montré qu’il s’agit d’'une famille trés ancienne d’IP

qui a connu des divergences avant méme la différenciation entre les monocotylédones et les
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eudicotylédones (Beuning et al., 1994), compliquant ainsi les analyses fonctionnelles par

comparaisons de séquences des différents membres de cette famille.

L'inhibiteur VvKun a été sélectionné car il pourrait potentiellement inhiber des
protéases aspartiques. En effet, il s’agit de I'lP de vigne de la famille « Kunitz » le plus proche
de I'lP de pomme de terre, connu pour inhiber des protéases aspartiques. || a néanmoins été
montré que des membres de cette famille, méme fortement homologues, peuvent
présenter des propriétés inhibitrices différentes (Major et Constabel, 2008 ; Heibges et al.,
2003b). Donc méme si leurs séquences protéiques sont proches, leurs fonctions peuvent

étre totalement différentes.

Ici, I'expression de VvKun est induite aprés celle de la protéase aspartique BcAp8. Aussi,
méme si VvKun est capable d’inhiber des protéases aspartiques telles que BcAp8, ce qui sera

vérifié dans le chapitre 2, son expression semble trop tardive pour pouvoir étre efficace.

Dans l'objectif d’induire précocement |'expression des deux IP afin qu’ils soient
présents avant I'arrivée des protéases de B. cinerea, et de connaitre les voies de signalisation

responsables de leur expression, des tests d’élicitation ont été réalisés sur baies et feuilles.

La blessure effectuée sur les baies vertes et les baies mires de Pinot Noir a été
réalisée afin de savoir si les deux IP choisis réagissaient comme la majorité des IP connus
dans la littérature (Pautot et al., 1991 ; Doares et al., 1995 ; Koiwa et al., 1997 ; Lawrence et
al., 2002 ; Sels et al., 2008 ; Purushottam et al., 2012). Leur expression s’est révélée induite
par la blessure en baies mires et encore plus fortement induite en baies vertes. WPin et
VvKun réagissent donc bien comme des IP. La voie de signalisation associée a la blessure est
la voie du JA. L'expression des IP est induite en baies vertes ainsi qu’en feuilles de vitroplants
par le MelJA. Une étude a montré que I'expression de VWPin est également induite par le
MelA sur feuilles de boutures de Cabernet Sauvignon (Belhadj et al., 2003). Ce résultat
confirme I'association des IP a la voie du JA (Sels et al., 2008) et donc a la défense contre les
agents pathogénes nécrotrophes tels que B. cinerea (Gatehouse, 2002 ; Glazebrook, 2005 ;

Bari et Jones, 2009 ; Rowe et al., 2010 ; Lomate et Hirvale, 2012).

L'expression des IP est induite par le Bion en baies vertes, ce qui signifie que les deux

IP seraient également induits par le SA dans cet organe. Ce résultat semble surprenant car le
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SA est connu comme étant un antagoniste de la voie du JA (Glazebrook, 2005 ; Bari et Jones,
2009 ; Pieterse et al., 2009), voie de signalisation associée aux IP (Sels et al., 2008). De plus,
une étude a récemment montré que |'expression de VvPin serait réprimée par le Bion en
feuilles de boutures de Cabernet Sauvignon (Dufour et al., 2013). Le fait que I'expression des
IP soit induite en baies vertes a la fois par le MelA et le Bion semble confirmer une

interconnexion des voies de signalisation dépendant du JA et du SA.

Le MelA induit I'expression des deux IP en baies vertes, sur feuilles de vitroplants
mais non en baies mdres, mais aussi I'expression de VvPin en cultures cellulaires (Bordiec et
al., 2011). Le Bion quant a lui induit I'expression des deux IP en baies vertes et de VvPin en
cultures cellulaires (Bordiec et al., 2011) mais il n’induit pas I'expression des deux IP sur
feuilles de vitroplants et en baies mdres. La réaction face aux molécules signal appliquées
semble donc dépendre de la nature ainsi que de I'dge de I'organe concerné, ce qui est en

accord avec Bari et Jones (2009).

Le profil d’expression des trois protéases de B. cinerea (BcAp8, BcAcp et BcSer) est
constant quel que soit I'organe infecté. En effet, que ce soit sur feuille ou sur baie, les deux
protéases acides, BcAcp et BcAp8, sont exprimées transitoirement en début d’infection
tandis que la protéase a sérine BcSer est exprimée en fin d’infection. Notons que cette
derniére est nettement moins exprimée dans les baies que dans les feuilles infectées. La
protéase glutamique BcAcp et la protéase aspartique BcAp8 ont un pH optimal acide alors
gue BcSer a un pH optimal plutét alcalin (Billon-Grand et al., 2011). Les trois protéases ne
peuvent donc pas étre actives simultanément. Deux phases ont ainsi pu étre mises en
évidence lors de I'infection de feuilles de vitroplants et de baies : une premiére phase dite
acide qui permettrait I'expression de BcAp8 et BcAcp et une seconde phase dite alcaline, qui
permettrait I'expression de la subtilisine BcSer. La différenciation de ces deux phases est
moins nette lors de l'infection de la baie car la subtilisine est moins exprimée dans cet

organe.
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Figure 40: Modeéle proposé des voies métaboliques impliquées dans la production d’énergie mises en jeu lors de
I'infection de la feuille ou de la baie par B. cinerea.

Dans la feuille, la principale source de carbone du champignon, le glucose, est trés peu présente. Pour pouvoir produire de |I’énergie via le
cycle de Krebs, B. cinerea doit trouver une autre source de carbone. Celle-ci peut provenir de la dégradation des protéines de la plante par
des protéases du champignon. Les acides aminés ainsi libérés sont utilisés pour la productio de protéines fongiques et une autre partie est
dégradée par désamination. Ce processus ménerait a la formation d’ammoniac (NH3) (St Leger et al., 1999) dont I'accumulation provoque
une alcalinisation de la feuille et de molécules intermédiaires pouvant entrer dans le cycle de Krebs et donc fournir de I'énergie. En
I'absence de glucose, le champignon dégraderait donc majoritairement les protéines et provoquerait une alcalinisation. Dans notre étude,
les deux protéases acides BcAp8 et BcAcp seraient donc exprimées en début d’infection pour dégrader les protéines afin de produire des
protéines fongiques. Par la suite I'accumulation d’ammoniac entrainant une augmentation du pH, les protéases acides ne pourraient plus
s’exprimer et laisseraient leur place a la subtilisine pour laquelle les conditions seraient devenues optimales (St Leger et al., 1999 ; Yike,
2011).

Dans la baie, le glucose n’est pas limitant, et sa métabolisation par la glycolyse puis le cycle de Krebs produirait I'énergie nécessaire a la
survie du champignon. La dégradation des protéines en acides aminés par les protéases du champignon serait donc uniquement réalisée
afin de produire de nouvelles protéines fongiques. Les acides aminés n’étant plus désaminés, il n’y aurait plus de production d’ammoniac
et donc pas d’alcalinisation du pH dans la baie. Cela pourrait expliquer pourquoi la subtilisine BcSer ne s’exprime que trés peu lors de
Iinfection de la baie.



Afin d’expliquer I'existence de ces deux phases dans la baie et dans la feuille, le

modele suivant est proposé et décrit dans la figure 40.

Dans la feuille (Figure 40), la principale source de carbone du champignon, le glucose,
est trés peu présente. Pour pouvoir produire de I'énergie via le cycle de Krebs, B. cinerea
doit trouver une autre source de carbone. Celle-ci peut provenir de la dégradation des
protéines de la plante par des protéases du champignon. Les acides aminés ainsi libérés sont
utilisés pour la production de protéines fongiques et une autre partie est dégradée par
désamination. Ce processus ménerait a la formation d’ammoniac (NHs) (St Leger et al.,
1999), dont l'accumulation provoque une alcalinisation de la feuille, et de molécules
intermédiaires pouvant entrer dans le cycle de Krebs et donc fournir de I'énergie. En
I'absence de glucose, le champignon dégraderait donc majoritairement les protéines et
provoquerait une alcalinisation. Dans notre étude, les deux protéases acides BcAp8 et BcAcp
seraient donc exprimées en début d’infection pour dégrader les protéines afin de produire
des protéines fongiques. Par la suite, l'accumulation d’ammoniac entrainant une
augmentation du pH, les protéases acides ne pourraient plus s’exprimer et laisseraient leur
place a la subtilisine pour laquelle les conditions seraient devenues optimales (St Leger et al.,
1999; Yike, 2011). De plus, l'expression de BcAcp étant réprimée par les sources
métabolisables de souffre et d’azote produites par la dégradation des acides aminés, le
sulfate et 'ammoniac, il n’est pas surprenant de voir son expression chuter en fin d’infection

(Rolland et al., 2009).

Dans la baie (Figure 40), le glucose n’est pas limitant, et sa métabolisation par la
glycolyse puis le cycle de Krebs produirait I'énergie nécessaire a la survie du champignon. La
dégradation des protéines en acides aminés par les protéases du champignon serait donc
uniguement réalisée afin de produire de nouvelles protéines fongiques. Les acides aminés
n’étant plus désaminés, il n'y aurait plus de production d’ammoniac et donc pas
d’alcalinisation du pH dans la baie. Cela pourrait expliquer pourquoi la subtilisine BcSer ne

s’exprime que tres peu lors de I'infection de la baie.

Les protéases sécrétées par les champignons jouent un réle important dans leur
nutrition (Yike, 2011). Il a été montré récemment que la protéase aspartique 8 de B. cinerea

est capable de dégrader une protéine PR de vigne de la classe des chitinases (VvChi4D ; van
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Sluyter et al., 2013). Nous pouvons nous demander si la dégradation de cette protéine,
impliquée dans la défense de la plante, est une réaction de défense de la part du
champignon pour prévenir I'action néfaste de celle-ci ou est simplement liée a sa fonction de
nutrition. Un mutant de B. cinerea ne produisant plus la protéase aspartique 8, ne s’est pas
révélé moins virulent que la souche sauvage, aussi bien sur feuilles que sur fruits (ten Have
et al., 2010). Cette protéase ne semble donc pas indispensable aussi bien a la survie qu’a la
virulence du champignon. Aussi, la dégradation de la chitinase par la protéase aspartique 8
ne semble pas indispensable a I'infection de B. cinerea. Néanmoins, on peut se demander si
chez ce mutant, d’autres protéases, telles que la protéase glutamique BcAcpl ou les autres
protéases aspartiques, ne pourraient pas compenser cette perte aussi bien au niveau de la

nutrition que de la virulence.

102






Conclusion:

Deux inhibiteurs de protéases ont été sélectionnés lors de cette étude, VwPin et
VvKun, faisant respectivement partie des familles des Potato Inhibitor | et des Kunitz. Ces
familles peuvent potentiellement inhiber des protéases aspartiques et des subtilisines

connues pour étre produites par B. cinerea (Billon-Grand et al., 2011).

L'expression de WPin et VvKun est principalement localisée au sein des pépins de la
baie mlre de Pinot Noir. Ils sont de ce fait naturellement éloignés des zones de pénétration
et de développement privilégiées du champignon que sont la peau et la pulpe. Lors de
I'attaque de la baie par B. cinerea, ceux-ci sont toutefois exprimés dans ces zones et sont
donc idéalement localisés. Néanmoins, |'expression des deux IP est induite apres
I’expression de deux protéases acides de B. cinerea, BcAp8 et BcAcp, mais en méme temps

que celle d’'une protéase a sérine, BcSer que ce soit en baies ou en feuilles.

Dans l'objectif d’induire précocement |'expression des deux IP afin qu’ils soient
présents avant I'arrivée des protéases de B. cinerea, et de connaitre les voies de signalisation
responsables de leur expression, des tests d’élicitation ont été réalisés sur baies et feuilles.
Ceux-ci ont montré que I'expression des deux IP est induite par le Bion et le MelA dans les
baies vertes, uniquement par le MelA dans les feuilles de vitroplants et par aucune de ces

molécules dans les baies mres.
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Chapitre 2
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Chapitre 2 : Les inhibiteurs de protéases de vigne sont-ils adaptés aux protéases sécrétées
par B. cinerea lors de I'infection et peuvent-ils empécher la dégradation d’une des protéines

PR majoritaires de la baie de raisin par les protéases fongiques?

D’apres le premier chapitre de notre étude, des protéases acides (BcAp8 et BcAcp)
ainsi qu’une protéase a sérine (BcSer) sont exprimées par B. cinerea lors de I'infection de la
baie et de la feuille. Afin de savoir si VvPin et VvKun sont capables d’inhiber ces protéases,
une approche in vitro a été envisagée par confrontation des IP aux protéases fongiques. Pour
cela, les deux IP de vigne ont été produits en systéme hétérologue dans la levure Pichia
pastoris. Leur fonctionnalité a été vérifiée sur des protéases commerciales correspondant
aux différentes familles de protéases. Concernant les protéases de B. cinerea, leur
production en systéme hétérologue nécessitant trop de temps et leur purification a partir de
sécrétomes fongiques étant trés fastidieuse, la production de différents sécrétomes
exprimant les différentes protéases a été envisagée. Deux sécrétomes ont donc été obtenus,

I’'un contenant des protéases acides et |'autre des protéases a sérine.

Lors de l'infection de la baie, une des deux protéines PR majoritaires de la baie de
Pinot Noir, la chitinase VvChi4D est dégradée (These Sébastien Manteau, 2003). Une étude
menée au laboratoire a montré que cette méme chitinase, produite en systéme
hétérologue, est dégradée in vitro par des protéases aspartiques de B. cinerea (Thése Steven
Colas, 2012). Récemment, il a également été montré que cette chitinase, issue de la baie et
retrouvée dans le vin, est dégradée par la protéase aspartique 8 de B. cinerea produite en
systeme hétérologue (van Sluyter et al.,, 2013). Les protéases aspartiques semblent donc
jouer un réle important dans la dégradation de la chitinase par B. cinerea. Néanmoins,
d’autres protéases pourraient étre impliquées dans sa dégradation. Il a été montré chez la
pomme de terre qu’une protéase a sérine de type subtilisine de Fusarium eumartii est
capable de dégrader une chitinase ainsi qu’une glucanase (Olivieri et al., 2002). Nous avons
donc étudié si des protéases a sérine (telles que BcSer) pourraient également intervenir dans

la dégradation de VvChi4D.
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Figure 41: Activité protéase globale a pH 4 et a pH 8 (dosage BSA) du sécrétome « acide » de B. cinerea souche 630. Le
sécrétome « acide » a 300 pg mL? final est mis au contact d’une solution de BSA 3 1% reprise dans du tampon
citrate/phosphate a pH 4 ou pH 8. Les résultats représentent la moyenne de triplicats d’'un méme sécrétome + |’écart type

et sont exprimés en évolution de la DO par rapport au temps 0 min. La manipulation a été réalisée deux fois sur des
sécrétomes différents.
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Figure 42: Activité protéase globale a pH 4 (dosage BSA) du sécrétome « acide » de B.cinerea souche 630, en présence
d’inhibiteurs. Le sécrétome « acide » a 300 pg mL™ final est mis au contact d’une solution de BSA & 1% reprise dans du
tampon citrate/phosphate a pH 4 en présence de PMSF a 400 ug.mL'l, de pepstatine a 8 uM ou de PMSF et de pepstatine.
Les résultats représentent la moyenne de quatre répétitions biologiques * I'écart type et sont exprimés en activité protéase
relative a I'activité protéase du sécrétome seul.



1. Production et activité protéase de sécrétomes de B. cinerea

Lors de cette étude, différentes conditions de culture ont été testées pour obtenir
des sécrétomes susceptibles de contenir les différentes protéases du champignon, des
protéases aspartiques telles que BcAp8 et des protéases a sérine telles que BcSer. Deux
types de sécrétomes ont été produits, un sécrétome dit « acide » et un sécrétome dit

« neutre ».

1.1. Sécrétome « acide »

Un sécrétome dit « acide » a été réalisé dans le but d’obtenir des protéases acides.
Pour cela une culture de B. cinerea a été réalisée dans du milieu M a pH 3,1 durant 7 jours

(Manteau et al., 2003).

Afin d’identifier les protéases présentes dans ce sécrétome, des tests d’activité ont
été réalisés sur celui-ci a pH 4 et pH 8 pour différencier les protéases acides des autres
protéases (figure 41). Comme le montre la figure 41, les protéases présentes dans ce
sécrétome sont actives a pH 4 mais pas a pH 8. Ainsi ce sécrétome ne possede probablement

gue des protéases acides.

Pour vérifier cette hypothése, un second test d’activité protéase a été réalisé en
utilisant deux IP chimiques, la pepstatine et le PMSF, inhibiteurs respectifs de protéases
aspartiques et de protéases a sérine. Comme le montre la figure 42, les protéases contenues
dans ce sécrétome sont inhibées a 87 % par la pepstatine mais ne sont pas significativement
inhibées par le PMSF. De plus, I'addition des deux inhibiteurs conduit a la méme inhibition
que l'ajout de pepstatine seule. Les protéases présentes majoritairement dans le sécrétome

« acide » sont donc bien des protéases aspartiques.
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Figure 43: Evolution du pH de culture de B. cinerea souche 630 lors de I’élaboration du sécrétome « neutre ». Le pH du
milieu est mesuré avant I'ensemencement puis au bout de 7 jours de culture. Les résultats représentent la moyenne des
pH mesurés sur quatre cultures de B. cinerea souche 630 lors de I’élaboration du sécrétome « neutre » + I'écart type.
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Figure 44: Dosage d’activité protéase globale a pH 4,5 et pH 8 (dosage Azocaséine) du sécrétome « neutre » de B. cinerea
souche 630. Unité arbitraire = 0,001 U DO/min. Cent pL de sécrétome « neutre » a 100 ug mL™ final est mis au contact de
50 pL d’une solution d’azocaséine a 0,15% Tris-HCl 0,1M pH8 et 450 uL de tampon citrate/phosphate a pH 4,5 ou pH 8. Le
témoin correspond au milieu seul. La manipulation a été réalisée une fois en triplicats.
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Figure 45: Dosage d’activité protéase a sérine a pH 8 (dosage pNA) du sécrétome « neutre » de B. cinerea souche 630. 40
uL de sécrétome concentré 10 fois sont ajoutés a 150 pL de pNA (N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide) puis laissés a
température ambiante le temps de la cinétique. La lecture est réalisée au spectrophotometre a 405nm. Les résultats
représentent la moyenne de triplicats + I'écart type et sont exprimés en delta DO par rapport au temps Oh. Manipulation
représentative de deux réplicats biologiques.



1.2. Sécrétome « neutre »

Un sécrétome dit « neutre » a été réalisé dans le but d’obtenir des protéases a
sérine. De nombreuses conditions de cultures ont été testées avant de pouvoir identifier une
activité sérine protéase. Le seul sécrétome présentant 'activité protéase recherchée a été
réalisé dans un milieu pauvre additionné de feuilles de vitroplants mixées selon Hermosa et

al, (2006).

L’évolution du pH de la culture de B. cinerea souche 630 servant a I'élaboration du
sécrétome « neutre » a été analysée (Figure 43). Le pH de la culture venant d’étre inoculée
est de 3,62. Au bout de 7 jours de culture, celle-ci s’est fortement alcalinisée et atteint le pH

de 6,88. Ce pH final, voisin de la neutralité, est a I'origine du nom de ce sécrétome.

Comme précédemment, afin d’identifier les protéases présentes dans ce sécrétome,
des tests d’activité protéase globale ont été réalisés a pH acide et alcalin (Figure 44). Le
dosage d’activité protéase globale est cette fois réalisé par dosage a I’Azocaséine car le
sécrétome « neutre » s’est révélé incapable de dégrader la BSA. Le pH acide utilisé ici est de

4,5, I'azocaséine floculant a un pH inférieur.

Comme le montre la figure 44, ce sécrétome contient des protéases actives a pH 4,5
ainsi qu’a pH 8. Le témoin, composé uniquement du milieu de culture, ne montre quant a lui
aucune activité protéase, que ce soit a pH 4,5 ou a pH 8. L’extrait de feuilles de vitroplants
présent dans le milieu ne posséderait donc pas d’activité protéase. Le sécrétome « neutre »
contiendrait donc des protéases actives a pH acide ainsi que des protéases actives a pH
alcalin. Pour déterminer si des protéases a sérine font partie de ces protéases actives a pH
alcalin, un dosage d’activité spécifique aux protéases a sérine a été utilisé (Figure 45).
Comme le montre la figure 45, des protéases a sérine sont présentes dans le sécrétome

« neutre ». Aucune activité protéase a sérine n’est détectée dans le témoin.

Les deux familles de protéases recherchées ont donc été obtenues. Des protéases
aspartigues sont présentes dans le sécrétome « acide » et des protéases a sérine, mais aussi

des protéases actives a pH acide, sont présentes dans le sécrétome « neutre » de B. cinerea.
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Figure 46: Dégradation in vitro de la chitinase de vigne (VvChi4D) par la pepsine, la subtilisine ainsi que les sécrétomes
«acide» et «neutre» de B.cinerea souche 630 en présence ou non d’inhibiteurs chimiques (Pepstatine et PMSF). Un ug de
sécrétome cellulaire de Chardonnay est mis au contact d’ 1 pug de sécrétome fongique, ou 0,01 pg de pepsine ou 0,02 pug de
subtilisine avec ou sans inhibiteurs (Pepstatine et PMSF a 0,1mM). L’activité de la pepsine et du sécrétome « acide » est
testée a pH 4 et I'activité de la subtilisine et du sécrétome « neutre » est testée a pH 8. Aprées migration en gel SDS-PAGE, la
protéine VvChi4D est révélée par Western blot grace aux anticorps anti-VvChi4D. Le témoin correspond au sécrétome
cellulaire de Chardonnay seul. Trois réplicats biologiques ont été réalisés.
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Figure 47: Détection par Western blot de la protéine BcSer dans des feuilles de vitroplants détachées infectées par
B.cinerea souche 630. Infection avec 4 a 5 gouttes de suspension conidienne a 10’ conidies.mL™ prégermée pendant 6h.
Western blot réalisé a partir de 3 pg d’extraits protéiques. Hpi: Heures post inoculation. Deux réplicats biologiques,
identiques a ceux ayant servi dans le premier chapitre, ont été réalisés.



1.3. Activité des protéases de B. cinerea sur la chitinase de vigne

Afin d’identifier les protéases de B. cinerea capables de dégrader la chitinase de vigne
in vitro, celle-ci, présente dans le sécrétome de cellules de Chardonnay, a été confrontée aux
deux sécrétomes obtenus lors de cette étude. La capacité de dégradation de deux protéases
commerciales, la pepsine et la subtilisine, a également été étudiée en paralléle (Figure 46).
L’activité de la pepsine et du sécrétome « acide » de B. cinerea a été testée a pH 4 et celle de
la subtilisine et du sécrétome « neutre » a pH 8. En présence de pepsine ou du sécrétome
« neutre », la chitinase ne semble pas dégradée. En présence du sécrétome « acide », la
bande de 29 kDa correspondant a la chitinase disparait pour laisser place a une bande de 23
kDa encore présente au bout de 60 min. Enfin, en présence de subtilisine, la bande de 29
kDa disparait complétement au bout de 30 min. En présence des inhibiteurs adaptés, aucune
dégradation n’est observée. Aucune dégradation n’est observée dans les témoins

correspondant au sécrétome cellulaire de Chardonnay seul a pH 4 ou a pH 8.

La chitinase semble donc dégradée par la subtilisine et le sécrétome « acide ». En
revanche elle ne semble pas dégradée par les protéases a sérine présentes dans le

sécrétome « neutre » a pH 8 et par la pepsine.

1.4. Détection des protéases fongiques et de la chitinase de vigne in planta
Les trois protéases du champignon (BcAcp, BcAsp et BcSer) ainsi que la chitinase de
vigne VvChi4D ont été recherchées in planta dans les feuilles de vitroplants et les baies
infectées. Il est a noter que ces échantillons ont également servi au suivi de I'expression des

deux IP et des trois protéases du champignon dans le premier chapitre.

L'expression des trois protéases du champignon a été suivie par western blot. Aucun
signal n’a pu étre observé pour les deux protéases acides lors de l'infection des feuilles de
vitroplants. Pour la protéase a sérine, une bande de 31 kDa est observable dés 48 hpi (Figure
47). Cette protéase est donc présente dans la feuille de vitroplant 48 h aprées I'inoculation

avec le champignon.
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Figure 48: Détection par Western blot de la protéine VvChi4D dans des feuilles de vitroplants détachées infectées (Bc) ou

non (NT) par B. cinerea souche 630. Infection avec 4 a 5 gouttes de suspension conidienne a 10’ conidies.mL™ prégermée
pendant 6h. Western blot réalisé a partir de 3 pg d’extraits protéiques. Hpi : Heures post inoculation. Cette manipulation a

été réalisée deux fois.

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 S 10

75 kDa—
50 kDa— W&
37 kDa—

25 kDa—
20 kDa — —

15 kDa —

10 kDa—

Figure 49: Profil SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie de la purification de la protéine VvKun His C ter par billes de
nickel Ni Sépharose™ 6 Fast Flow. 1: Flow through, 2-4: Lavages successifs a 100 mM d’imidazole, 5-10: Elutions
successives a 500 mM d’imidazole. MW: marqueur de poids moléculaire.



L’expression de la protéine VvChi4D a également été suivie par western blot (Figure
48). Dans les feuilles de vitroplants détachées mais non infectées par Botrytis cinerea (NT),
une bande de 29 kDa correspondant a VvChi4D est visible a partir de 24 Hpi et celle-ci
s’intensifie a partir de 36 Hpi. Cette protéine est donc induite en réponse a la mise en survie
des feuilles de vitroplants détachées. Dans les feuilles infectées par B. cinerea (Bc), cette
méme bande apparait a 24 Hpi et s’intensifie a 36 Hpi. A 48 Hpi une bande supplémentaire
de 23 kDa apparait. A 72 Hpi, la bande de 29 kDa disparait mais celle de 23 kDa est toujours

présente. La protéine VvChi4D semble donc dégradée lors de I'infection a partir de 48 Hpi.

Concernant les baies de Pinot Noir infectées au vignoble, aucun signal correspondant aux
trois protéases du champignon n’a pu étre observé. En ce qui concerne la protéine VvChi4D,
il a été montré précédemment au laboratoire, que celle-ci semble dégradée a partir du stade

S2 et disparait compléetement au stade S4 (Manteau et al., 2003 ; Colas, 2012).

2. Production et caractérisation de VVKUN et VvPIN hétérologues
Afin de pouvoir les confronter aux sécrétomes de B. cinerea contenant soit des
protéases aspartiques soit des protéases a sérine, les deux IP ont été produits en systéeme

hétérologue.

2.1. Production hétérologue de VVKUN et VvPIN

La production hétérologue des deux IP a tout d’abord été initiée par transformation
de la levure Saccharomyces cerevisiae a |'aide d’un vecteur Gateway (pYES2GW, Invitrogen®,
France). Cependant, les rendements de production étant faibles pour VVKUN et nuls pour

VVPIN, un second systéme d’expression a été testé.

La transformation de la levure Pichia pastoris avec le vecteur pPIC3K5 a permis
d’obtenir de trés bons rendements pour la protéine VVKUN hétérologue puisqu’en moyenne
3 g/L de protéines ont été obtenus par production. La purification de VVKUN a été réalisée
grace a l'insertion d’un tag de 6 histidines placé en position C terminale de la protéine. Ce
tag, composé de seulement 6 résidus histidine, augmente la masse de la protéine d’environ
1 KDa et permet la purification de celle-ci. L’analyse par SDS PAGE des différentes phases de

purification (Figure 49) révéele la présence de deux bandes, a environ 20 KDa et 22 KDa.
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Figure 50: Profil SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie de la séparation des protéines VvPin et GST par la PreScission
Protease, réalisé par la société ProtéoGenix. La séparation est analysée a différents temps: 1: 0 min; 2: 30 min; 3: 60
min ; 4 : 90 min apres ajout de I'enzyme. MW : marqueur de poids moléculaire.
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Figure 51: Activité inhibitrice de la protéine recombinante VvKun sur cinq protéases commerciales: Dosage de la
dégradation de la BSA. Les protéases a 100 ug mL™ final sont mises au contact d’une solution de BSA 3 1% reprise dans du
tampon citrate/phosphate a pH 4 pour la pepsine ou pH 8 pour les autres protéases. Vert foncé : Activité des protéases
seules ; Vert clair : En présence de la protéine recombinante VvKun (100 ug.mL'l). Les résultats représentent la moyenne de
quatre manipulations * I’écart type et sont exprimés en activité protéase relative a I'activité de chaque protéase.



D’apres les analyses in silico, la masse de la protéine VVKUN est estimée a 19,8 KDa et
correspondrait donc a la bande inférieure. La bande supérieure pourrait correspondre a la
protéine VVKUN sous une forme glycosylée. Cette purification a permis la production, par la

société ProtéoGenix, d’anticorps dirigés contre la protéine VVKUN.

La production de la protéine VvPin ayant une nouvelle fois échouée, nous nous
sommes tournés vers la société ProtéoGenix pour la production de cette protéine. La
séquence complete d’ADNc de VvPin a tout d’abord été synthétisée chimiquement et
optimisée pour la production par Pichia pastoris. Des nucléotides ont en effet été remplacés
par des nucléotides utilisés préférentiellement par la levure pour coder certains acides
aminés (Figure 16). Cette séquence a ensuite été clonée dans le vecteur pPIC3K5 et
additionnée d’un tag MAT (Metal Affinity Tag). Ce tag, dérivé du tag a 6 histidines, ne
comporte lui aussi que 6 acides aminés et augmente la masse de la protéine d’environ 1
KDa. Aucune protéine recombinante n’a cependant pu étre détectée dans ces conditions.

Un second test a été réalisé par la société en vue de produire la protéine VvPIN. La séquence
optimisée de VvPin a cette fois été clonée dans le vecteur pPIC9K (plasmide optimisé pour la
sécrétion de protéines hétérologues) et additionnée d’un tag GST (Glutathion S-Transférase).
Ce tag, beaucoup plus gros que les deux précédents, a une masse d’environ 27 KDa mais
peut étre clivé de la protéine. La protéine de fusion GST-PIN de 34 KDa a été produite (Figure
50, puits 1) et apres clivage du tag GST de 27 KDa par la PreScission Protease (Figure 50,
puits 2 a 4) la protéine VVPIN a finalement été obtenue. Néanmoins, comme le montre la
figure 50, la protéine VVPIN n’est pas tres visible et au final, la quantité de protéine

hétérologue obtenue est tres faible, seulement 0,2 mg de protéines VvPIN ayant été produit.

2.2. Activités des protéines hétérologues VVKUN et VvPIN

Les activités inhibitrices des deux protéines hétérologues ont été testées pour vérifier
leur fonctionnalité et déterminer leurs cibles protéiques. L’activité antifongique de VVKUN a
également été testée. Pour VVPIN, la trés faible quantité de protéines recombinantes

obtenue ne nous a pas permis de réaliser ce test.
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Figure 52: Activité protéase de la trypsine et de la subtilisine en présence de la protéine recombinante VvKun et d’une
protéine Kunitz commerciale (Glycine max): Dosage de la dégradation de la BSA. Les protéases a 100 ug mL™ final sont
mises au contact d’une solution de BSA a 1% reprise dans du tampon citrate/phosphate a pH 8. Vert foncé : Activité des
protéases seules ; Vert moyen : En présence de la protéine commerciale de la famille Kunitz (100 ug.mL'l); Vert clair: En
présence de la protéine recombinante VvKun (100 ug.mL'l). Les résultats représentent la moyenne de deux manipulations
I’écart type et sont exprimés en activité protéase relative a I'activité de chaque protéase.
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Figure 53: Vérification de la fonctionnalité et de I’effet inhibiteur de la protéine hétérologue VVvPIN par la visualisation de
la dégradation de la BSA. Un pg de BSA est mis au contact des différentes protéases commerciales (Pepsine (0,01 pg),
Papaine (0,1 pg), Trypsine (0,5 ug), Chymotrypsine (0,3 ug), et Subtilisine (0,02 ug)), en présence ou non des inhibiteurs
chimiques associés (Pepstatine, Leupeptine et PMSF a 0,1mM) ou de la protéine hétérologue VvPin (1 ug) dans un tampon
citrate/phosphate a pH 4 pour la pepsine et a pH 8 pour les autres protéases. Trois réplicats techniques ont été réalisés.



2.2.1. Activités inhibitrices de VVKUN et VvPIN

Afin de savoir si la protéine VvKun produite en systeme hétérologue est bien
fonctionnelle, des dosages d’activité protéase ont été réalisés sur des protéases

commerciales en présence ou non de VvKun (Figure 51).

Ainsi il a été montré que la protéine hétérologue VvKun n’inhibe pas I'activité
protéase de la trypsine, de la chymotrypsine (protéases a sérine), de la papaine (protéase a
cystéine) ni de la pepsine (protéase aspartique). En revanche elle montre un trés fort effet

inhibiteur de I'activité protéase de la subtilisine (protéase a sérine) (Figure 51).

Un inhibiteur de protéase commercial de la famille des Kunitz, vendu comme inhibiteur de
trypsine, a été utilisé pour comparer son action inhibitrice a celle de la protéine
recombinante VvKun. Comme le montre la figure 52, une inhibition totale de I'activité de la
trypsine est constatée en présence de la protéine Kunitz commerciale. En revanche, la
protéine recombinante VvKun n’a aucun effet inhibiteur de I'activité de la trypsine. Sachant
qgue la protéine VvKun inhibe I'activité de la subtilisine, le test a également été réalisé sur
celle-ci. Ainsi, comme le montre la figure 52, VvKun inhibe fortement la subtilisine alors que

la protéine Kunitz commerciale n’a qu’une faible activité inhibitrice sur celle-ci.

Contrairement a la protéine hétérologue VVKUN, des dosages d’activité protéase en
présence de VvPin n’ont pas pu étre réalisés car ils nécessitaient I'utilisation d’une trop forte
qguantité de protéine hétérologue. Afin de savoir si la protéine recombinante VvPin produite
par la société ProtéoGenix est bien fonctionnelle, des tests de dégradation de la BSA ont
donc été réalisés avec des protéases commerciales en présence ou non de VvPin (Figure 53).
En présence de la pepsine, la BSA est dégradée au bout de 30 min et des bandes de
dégradations sont visibles. La BSA est également dégradée par la trypsine et la subtilisine au
bout de 30 min. En présence de papaine ou de chymotrypsine, la dégradation de la BSA est
moins prononcée mais différentes bandes de dégradation peuvent étre observées dés 0 min
pour la papaine et dés 30 min pour la chymotrypsine. En présence des inhibiteurs chimiques
adaptés, tels que la pepstatine pour la pepsine, la leupeptine pour la papaine et le PMSF

pour les trois protéases a sérine, la BSA
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Figure 54: Tests antigerminatifs réalisés 3 partir de conidies de B. cinerea souche 630. Un volume d’une suspension de 10°
conidies par mL dans du PDB a 12 g.L‘1 est mélangé a un volume de protéine hétérologue VVKUN a différentes
concentrations solubilisée dans du NaAc 20 mM, pH 5,2 ou dans un volume de rhamnolipides a 0,5 mg.mL'l. Les conidies
sont mises en culture en plaque 96 puits a 21°C en présence de lumiére et la germination est observée au microscope
inversé selon une cinétique de temps de 0, 6 et 24 hpt. hpt : heure post traitement. La manipulation a été réalisée trois fois.



n’est pas dégradée. En présence de la protéine hétérologue VvPin, seule la dégradation de la
BSA par la subtilisine est stoppée De ce fait, la fonctionnalité de VvPin de par son activité

inhibitrice contre les protéases de type subtilisine a pu étre vérifiée.

2.2.2. Activité antifongique de VVKUN

L’action antifongique directe sur la germination des conidies de B. cinerea souche 630
de la protéine VVKUN a été étudiée et comparée a celle des rhamnolipides (Figure 54) dont

I’effet antifongique direct est connu (Varnier et al., 2009).

A 6 hpt, I'ensemble des conidies témoins a germé alors qu’en présence de
rhamnolipides, seules quelques conidies commencent a germer. En présence de la protéine
VVKUN, les conidies ont toutes germées et I'"hyphe formé est plus grand que celui des

conidies témoins.

A 24 hpt, le mycélium s’est formé dans les puits témoins alors qu’en présence de
rhamnolipides, les conidies ayant germé présentent une croissance mycélienne tres ralentie.
En présence de la protéine VVKUN, le mycélium s’est formé et présente des amas d’hyphes
courts et ramifiés a ses extrémités pouvant s’apparenter a des coussins d’infection (Choquer
et al., 2007). La protéine VVKUN accélérerait donc la germination des conidies de B. cinerea

et provoquerait la formation de structures pouvant s’apparenter a des coussins d’infection.

3. Activité inhibitrice des IP sur les sécrétomes de B. cinerea

L'activité inhibitrice des deux IP a été suivie par des tests de dégradation de la BSA
par les protéases fongiques, déposés sur gel d’acrylamide pour le sécrétome « acide » ou par
dosage spectrophotométrique du pNA pour le sécrétome « neutre », ce dernier ne

dégradant pas la BSA.
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Figure 55: Dégradation in vitro d’'un pg de BSA a pH 4 par le sécrétome « acide » de B.cinerea souche 630 en présence
d’inhibiteurs chimiques (Pepstatine et PMSF a 1mM), de VvPin ou de VvKun (1 pg). La manipulation a été réalisée une fois
en présence de VvPin et deux fois en présence de VvKun.
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Figure 56: Suivi de la protéine hétérologue VvKun lors de la dégradation in vitro d’un pg de BSA a pH 4 par le sécrétome «
acide » de B.cinerea souche 630 en présence de VvKun (1 pug). La manipulation a été réalisée deux fois.

-

S1 S2 S3 S4

Figure 57: Détection de la protéine VVKUN lors de l'infection naturelle de la baie de Pinot Noir (2008) par Western blot.
Western blot réalisé a partir d’'un volume constant d’extraits protéiques de baies de Pinot Noir. Stades d’infection : Stade 1:
Baies saines prélevées sur des grappes infectées; Stade 2: Baies présentant un spot d’infection de 5 a 10 mm de diameétre;
Stade 3: Baies présentant une perte de couleur et recouvertes d’une quantité importante de conidies; Stade 4: Baies
completement flétries. Cette manipulation a également été réalisée en 2009, 2010 et 2011 et a montré des résultats

similaires.



3.1. Activité inhibitrice des IP sur le sécrétome « acide » de B. cinerea

L'activité inhibitrice de VvPin et VvKun a été testée in vitro sur la dégradation de la
BSA par le sécrétome « acide » de B. cinerea. Ce sécrétome contenant majoritairement des
protéases aspartiques, la réaction a été réalisée a pH 4. Comme le montre la figure 55, la
BSA est dégradée par le sécrétome « acide » dés 30 min. En présence de pepstatine,
inhibiteur de protéases aspartiques, cette dégradation est totalement inhibée. Le PMSF,
inhibiteur de protéases a sérine, n’inhibe pas la dégradation de la BSA. Ces résultats sont en
accord avec la figure 42, et confirment la présence majoritaire de protéases aspartiques
dans ce sécrétome. En présence des deux IP hétérologues, VvPin et VvKun, la BSA est
totalement dégradée au bout de 30 min. VvPin et VvKun n’inhibent donc pas I'activité des

protéases aspartiques contenues dans le sécrétome « acide ».

La figure 56 montre I’évolution de la protéine hétérologue VvKUN lors du test de
dégradation de la BSA par le sécrétome « acide » de B. cinerea. A 0 min, les deux bandes de
la protéine hétérologue sont visibles. Au bout de 30 min l'intensité de la bande de 22 kDa
commence a diminuer et la bande disparait complétement a 60 min. L'intensité de la bande
de 20 kDa quant a elle n’évolue pas au cours de la cinétique. La forme supposée glycosylée
de la protéine hétérologue VVKUN serait donc dégradée par les protéases aspartiques

contenues dans le sécrétome « acide » de B. cinerea.

Ceci peut étre rapproché de ce qui se passe in planta. En effet, I'expression de la
protéine VVKUN a été suivie par western blot lors de I'infection de la baie de Pinot Noir. La
figure 57 montre une bande de 20 kDa au stade S1, il s’agit de la protéine VVKUN. Au stade
S2, l'intensité de cette bande diminue et disparait complétement aux stades S3 et S4. La

protéine VvKun semble donc disparaitre de la baie au cours de l'infection.

In vitro, I'isoforme de 22 kDa est dégradée par les protéases aspartiques de B. cinerea
alors que celle de 20 kDa ne semble pas affectée par celles-ci. En revanche, in planta,

I'isoforme de 20 kDa est dégradée lors de I'infection de la baie de Pinot Noir par B. cinerea.
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Figure 58: Activité protéase a sérine a pH 8 (dosage pNA) du sécrétome « neutre » de B. cinerea souche 630 en présence
ou non de VvPin et VvKun a 1pM. 40 pL de sécrétome concentré 10 fois sont ajoutés a 150 pL de pNA (N-Succinyl-Ala-Ala-
Pro-Phe p-nitroanilide). La lecture est réalisée au spectrophotométre a 405nm. Les résultats sont exprimés en activité
protéase relative a I'activité du sécrétome « neutre ». Manipulation réalisée une fois.



3.2. Activité inhibitrice des IP sur le sécrétome « neutre » de B. cinerea

L’activité inhibitrice de VvPin et VvKun sur le sécrétome « neutre » de B. cinerea a été
testée in vitro par un dosage spectrophotométrique spécifique aux protéases a sérine
(dosage pNA), car ce sécrétome ne dégrade pas la BSA a pH alcalin. La réaction a été réalisée
a pH 8, pH optimal des protéases a sérine. Comme le montre la figure 58, en présence de
VWVPin, une activité protéase résiduelle de 86 % est observée pour le sécrétome « neutre »
alors qu’en présence de VvKun, aucune activité résiduelle n’est détectée. VvPin inhiberait
donc faiblement I'activité protéase a sérine du sécrétome « neutre » alors que VvKun

I'inhiberait totalement.

VvKun hétérologue est donc capable d’inhiber, a pH alcalin, les protéases a sérine
contenues dans le sécrétome « neutre » alors que VvPin ne les inhibe que trés peu. En
revanche, aucun des deux IP n’est capable d’inhiber les protéases aspartiques contenues

dans le sécrétome « acide » de B. cinerea.
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Discussion

L’objectif principal de ce chapitre était d’étudier si les protéines VvPin et VvKun sont
capables d’inhiber des protéases de B. cinerea. Comme vu précédemment dans le premier
chapitre, I'expression des protéases BcAp8, BcAcp et BcSer est induite lors de I'infection de
la baie et de la feuille. Aussi, nous avons cherché a obtenir des protéases acides telles que
des protéases aspartiques ainsi que des protéases a sérine telles que des subtilisines. Pour
cela nous nous sommes orientés sur la production de sécrétomes contenant les différents
types de protéases. Les protéases glutamiques n’étant inhibées par aucun IP de plantes,
nous nous sommes donc concentrés sur la production de deux sécrétomes, I'un contenant

des protéases aspartiques et I'autre des protéases a sérine.

Un sécrétome « acide » contenant majoritairement des protéases aspartiques a été
obtenu dans du milieu M a pH 3,1 durant 7 jours. En effet, a pH 4, I'ajout de pepstatine,
inhibiteur de protéases aspartiques, réduit de 87 % I'activité de celui-ci alors que I'ajout de
PMSF, inhibiteur de protéases a sérine, n’a pas d’effet significatif. Les 12 % d’activité
protéase résiduelle en présence de pepstatine et de PMSF pourraient étre dus a la présence
d’autres protéases acides insensibles a ces inhibiteurs telle que la protéase glutamique

BcAcp notamment (Sims et al., 2004).

Le sécrétome « neutre » est plus complexe que le sécrétome « acide ». En effet,
celui-ci présente une activité protéase a pH 4,5 et a pH 8. Il contient donc plusieurs familles
de protéases. L'utilisation de pNA, substrat spécifique aux protéases a sérine, confirme la
présence de telles protéases dans ce sécrétome. Ceci peut étre mis en paralléle avec les
résultats et le modele proposé dans le chapitre 1 dans lequel deux phases peuvent
clairement étre identifiées lors de I'infection de la feuille : une premiere, permettant aux
protéases acides de s’exprimer puis une seconde caractérisée par une alcalinisation du

milieu et permettant aux protéases a sérine de s’exprimer a leur tour.
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Lors de I'élaboration du sécrétome « neutre », les feuilles de vitroplants broyées constituent
la seule source de nutriments pour le champignon, ces deux phases sont retrouvées avec

d’abord production de protéases aspartiques puis de protéases a sérine.

Les différentes protéases de B. cinerea ont donc été obtenues dans des conditions
trés différentes. Les protéases aspartiques ont été produites dans un milieu acide alors que
les protéases a sérine semblent avoir besoin d’une alcalinisation du milieu de culture pour
étre produites. Ces résultats sont en accord avec Li et al., (2012) qui ont montré |'effet du pH
sur la sécrétion de protéines par B. cinerea. Des profils protéiques tres différents ont été
obtenus a pH 4 et a pH 6. A pH acide, la majorité des protéases produites sont des protéases
acides telles que des protéases aspartiques et des sédolisines alors qu’a pH 6 des protéases a
sérine de type subtilisine sont identifiées. Le pH, bien qu’il soit un élément important pour la
production des différentes protéases (Denison, 2000 ; Poussereau et al., 2001 ; Billon-Grand
et al.,, 2002 ; Rolland et al., 2009), n’est cependant pas le seul élément a prendre en compte.
Pour la production de protéases a sérine notamment, le champignon semble avoir besoin
d’un substrat. Il peut s’agir de gélatine (Abidi et al., 2007), de feuilles d’algue, de protéines
de soja (Abidi et al., 2011), de fraise (Shah et al., 2008) ou de pectine de pomme (Li et al.,
2012). Dans notre étude, les feuilles de vitroplants broyées semblent donc avoir servi de

substrat.

La chitinase VvChi4D, présente dans le sécrétome de cultures cellulaires de
Chardonnay, est dégradée par les protéases présentes dans le sécrétome « acide » de
B.cinerea. Cette dégradation est inhibée en présence de pepstatine. La chitinase serait donc
dégradée in vitro par des protéases aspartiques. Ce résultat est en accord avec des résultats
obtenus précédemment au laboratoire concernant VvChi4D, produite en systéme
hétérologue (These S. Colas, 2012). Une étude récente a montré que la protéase aspartique
8 de B. cinerea, produite en systeme hétérologue, est capable de dégrader la chitinase
VvChi4D présente dans le vin (van Sluyter et al., 2013). Dans cette méme étude, les auteurs
constatent comme nous, que la pepsine n’est pas capable de dégrader la chitinase de vigne a
moins de la chauffer fortement. La pepsine semble donc agir différemment des protéases
aspartiques de B. cinerea.

La dégradation de la chitinase par la subtilisine commerciale pourrait nous laisser

penser que les protéases a sérine de type subtilisine seraient capables de la dégrader.
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Dans la feuille de vitroplant infectée artificiellement par B. cinerea, la chitinase
commence a étre dégradée des 48 hpi alors que la feuille est déja complétement infectée
par le champignon. Au moment ou la chitinase commence a étre dégradée, la protéase a
sérine de type subtilisine BcSer est détectée dans la feuille. Ce résultat in planta aurait
également pu nous laisser penser que la protéase a sérine BcSer aurait pu étre responsable
de la dégradation de la chitinase. Une étude a montré qu’une subtilisine de Fusarium
eumartii est capable de dégrader une chitinase de pomme de terre (Olivieri et al., 2002). Les
protéases présentes dans le sécrétome « neutre » ne semblent en revanche pas capables de
dégrader la chitinase de vigne in vitro dans les conditions testées. Celle-ci ne serait donc pas

dégradée par les protéases a sérine présentes dans ce sécrétome.

La production hétérologue des deux IP a été envisagée par transformation
d’organismes eucaryotes tels que les levures Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris. Les
levures, dont S. cerevisiae et P. pastoris, contrairement a la bactérie Escherichia coli, sont
capables de réaliser des modifications post-traductionnelles nécessaires au bon repliement
de la protéine ainsi qu’a son activité (Yesilirmak et Sayers, 2009). La disponibilité de vecteurs
Gateway chez S. cerevisiae et non chez P. pastoris, nous a orienté vers l'utilisation de la
premiere souche pour la production de VvPin et VvKun. Néanmoins, les rendements trés
faibles obtenus pour la production de VvKun ainsi que I'échec de la production de VvPin chez
S. cerevisiae nous ont obligé a nous orienter vers un second systéme de production. La
levure P. pastoris étant considérée comme le meilleur systeme de production de protéines
hétérologue en terme de rendements (Cereghino et Cregg, 2000 ; Cregg et al., 2000 ; Daly et
Hearn, 2005 ; Macauley-Patrick et al., 2005 ; Yesilirmak et Sayers, 2009), nous nous sommes

donc orientés vers ce second systeme de production.

La protéine hétérologue VvKun a été produite au laboratoire par P. pastoris a de trées
bons rendements. La protéine semble avoir été obtenue sous deux isoformes, I'une a 22 kDa
et I'autre a 20 kDa. La taille de la protéine mature VvKun est estimée in silico a 20 kDa, ce qui
est confirmé in planta par le western blot réalisé sur les baies de Pinot Noir botrytisées

(Figure 57). Ll'isoforme a 22 kDa pourrait étre une forme glycosylée de la protéine VvKun. En

117






effet, la levure P. pastoris est connue pour glycosyler fortement les protéines hétérologues
qu’elle produit (Cregg et al., 2000). L’analyse in silico de la séquence en acides aminés de
VvKun met en évidence un site potentiel de O-glycosylation (serveur NetOGlyc 4.0) mais
aucun site de N-glycosylation (serveur NetNGlyc 1.0). Dans la plante en revanche, cette

glycosylation ne semble pas avoir lieu car une seule bande de 20 kDa est observée.

La protéine hétérologue VvPin quant a elle, a finalement été produite par la société
ProtéoGenix, également via P. pastoris, mais a de tres faibles quantités par rapport a celles
obtenues pour la protéine VvKun. Néanmoins, le rendement obtenu pour la production de
VvPin reste dans la moyenne des productions de protéines de plantes par P. pastoris (Cregg
et al., 2000).

Des IP de vigne ont déja été produits en systéme hétérologue (Perrazzolli et al.,
2010). Dans cette étude, les auteurs ont cherché a produire deux Potato Inhibitor | dont
VVPin ainsi qu’un Kunitz de vigne via la bactérie E. coli. Seuls les deux Potato Inhibitor | ont
pu étre produits, mais aucune inhibition de croissance n’a pu étre observée sur B. cinerea

pour ces deux protéines.

L'effet anti B. cinerea de la protéine hétérologue VvKun produite lors de notre étude
a été recherché. L’ajout de VvKun a une suspension conidienne de B. cinerea semble
accélérer la croissance mycélienne du champignon et provoquer la formation de coussins
d’infection. La majorité des études portant sur l'inhibition de la germination de champignons
par des inhibiteurs de protéases sont réalisées avec d’autres familles d’IP telles que des
cystatines (Joshi et al., 1998 ; Pernas et al., 1999 ; Yang et Yeh, 2005) ou des Bowman-Birk
(Chilosi et al., 2000). Des Kunitz de pomme de terre ont été produits en systéme hétérologue
via la levure Saccharomyces pombe (Heibges et al., 2003b). L’activité inhibitrice de quatre
d’entre eux a été recherchée sur la croissance mycélienne de différents champignons,
Fusarium moniliforme, Fusarium culmorum, Neurospora crassa et Fusarium naganal. Seul
Fusarium moniliform a été affecté par les inhibiteurs testés. Ces quatre protéines inhibent
différentiellement mais spécifiquement la croissance mycélienne de ce champignon. A ce
jour, aucune étude n’a montré de promotion de croissance mycélienne par un inhibiteur de

protéase. Concernant la formation de coussins d’infection, aucune étude ne s’est penchée a
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ce jour sur la raison de leur formation chez B. cinerea (Kunz et al., 2006 ; Choquer et al.,

2007).

Les tests d’activité réalisés sur différents types de protéases commerciales en
présence des protéines VvPin et VvKun ont montré que les deux IP hétérologues inhibent
spécifiguement l'activité protéase de la subtilisine. Des activités similaires ont déja été
identifiées pour des Potato Inhibitor | de sangsue (Bode et al., 1986 ; Heinz et al., 1991) ainsi
que pour des Kunitz de pomme de terre (Walsh et Twitchell, 1991 ; Heibges et al., 2003b ;

Revina et al., 2004) et de Canavalia lineata (Terada et al., 1994).

Les protéases responsables de la dégradation des protéines de réserves présentes
dans les pépins seraient des protéases de type subtilisine (Schaller et al., 2012). D’apreés les
résultats obtenus dans le premier chapitre, les deux IP seraient présents majoritairement
dans les pépins. Ces résultats sont en accord avec leur réle potentiel dans le contréle de

I'activité protéolytique au sein de la graine lors de la mise en place des réserves.

Contrairement a la protéine hétérologue VvKun, la protéine Kunitz commerciale issue
du soja n’inhibe pas l'activité de la subtilisine mais celle de la trypsine. Ainsi la diversité
d’action des membres de cette famille d’inhibiteurs de protéases (Park et al., 2005 ; Ryan,

1990 ; Ritonja et al., 1990 ; Oliva et al., 2011) est illustrée par notre étude.

Aucun des deux IP hétérologues n’est capable d’inhiber I'activité des protéases
aspartiques contenues dans le sécrétome « acide » de B. cinerea. Ce résultat n’est pas
surprenant car ceux-ci ne sont pas capables d’inhiber I'activité de la pepsine commerciale.
VvKun avait été sélectionné pour sa capacité potentielle a inhiber les protéases aspartiques.
D’apreés le chapitre 1, I'expression de celui-ci est induite tardivement par rapport a celle de la
protéase aspartique 8 lors de l'infection de la baie. La protéine VvKun semble également
dégradée lors de cette infection. En effet, bien que son expression soit induite (Figure 26), la
protéine quant a elle disparait (Figure 57). Nous avons montré ici qu’en plus d’étre incapable
d’inhiber les protéases aspartiques, VvKun semble dégradé par celles-ci in vitro.

VvKun est capable d’inhiber totalement I'activité a pH alcalin des protéases

contenues dans le sécrétome « neutre » de B. cinerea. Ce sécrétome contiendrait donc des
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protéases de type subtilisine aux vues de leur activité inhibitrice spécifique a ce type de
protéase. VvKun serait donc capable d’inhiber I’activité de protéases a sérine de B. cinerea in
vitro. Comme vu dans le premier chapitre, I'expression des deux IP ainsi que celle de la
protéase a sérine BcSer sont induites en méme temps lors de I'infection. En revanche, méme
si VvKun est capable d’inhiber une protéase a sérine de B. cinerea, celui-ci se fait dégrader
avant l'arrivée de cette protéase dans la baie. Aussi, les protéases aspartiques sont
probablement responsables de la dégradation de la protéine VvKun lors de I'infection de la

baie.
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Conclusion :

L’objectif principal de ce second chapitre était d’obtenir a la fois des protéases de B.
cinerea ainsi que VvPin et VvKun afin de savoir si ces deux IP pouvaient inhiber les protéases

du champignon.

D’apres le chapitre 1, une protéase aspartique (BcAp8) ainsi qu’une subtilisine (BcSer)
sont exprimées par B. cinerea lors de I'infection de la baie. Aussi, la production de ces deux
types de protéases sous forme de sécrétome fongique a été recherchée. Des protéases
aspartiques ont pu étre obtenues dans le sécrétome « acide ». Des protéases a sérine ont
également été obtenues. L'utilisation d’'une technique de dosage spécifique de ce type de

protéases a en effet montré leur présence dans le sécrétome « neutre ».

Les deux IP de vigne, VvPin et VvKun ont été produits en systéeme hétérologue P.
pastoris. Leur fonctionnalité a tout d’abord été testée sur différentes protéases
commerciales. Il s’est avéré que ces deux IP sont des inhibiteurs spécifiques de protéases a

sérine de type subtilisine.

La confrontation des deux sécrétomes fongiques et des deux IP hétérologues in vitro
a montré que VvKun serait capable d’inhiber totalement I'activité des protéases a sérine de
B. cinerea contenues dans le sécrétome « neutre », alors que VvPin ne I'inhibe que tres peu.
En revanche, aucun des deux IP n’est capable d’inhiber les protéases aspartiques contenues
dans le sécrétome « acide ». De plus, I'isoforme glycosylée de la protéine hétérologue VvKun
semble méme dégradée in vitro par les protéases aspartiques de B. cinerea. L'utilisation du
mutant B05.10AAp8 (ten Have et al., 2010), incapable de produire la protéase aspartique 8,
ou l'utilisation de la protéase aspartique 8 produite en systeme hétérologue (van Sluyter et
al.,, 2013) pourraient nous permettre de savoir si cette protéase est a l'origine de la

dégradation de VvKun.

Dans le premier chapitre, il a été montré que la protéase aspartique 8 est exprimée
précocement lors de l'infection de la baie et de la feuille de vitroplant par rapport a la
protéase a sérine BcSer et les deux inhibiteurs VvPin et VvKun. Au cours de l'infection de la

baie par B. cinerea, la protéine VvKun semble dégradée. Ainsi, méme si VvKun est capable
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d’inhiber des protéases a sérine de B. cinerea telles que BcSer, il se fait probablement

dégrader par les protéases aspartiques avant I'arrivée de celles-ci.

Les protéases aspartiques contenues dans le sécrétome « acide » sont capables de
dégrader la chitinase VvChi4D contrairement aux protéases a sérine contenues dans le
sécrétome « neutre » de B. cinerea dans nos conditions. Néanmoins, la dégradation de la
chitinase par la subtilisine commerciale et les résultats obtenus sur feuilles de vitroplants
pourraient nous laisser penser que la protéase a sérine BcSer pourrait aussi jouer un role
dans la dégradation de la chitinase dans cet organe. Aussi, il serait intéressant d’étudier
d’autres conditions de culture afin d’optimiser la production des protéases a sérine de B.
cinerea. Dans notre étude, seule la dégradation de la chitinase a été analysée. Lors de
I'infection de la baie par B. cinerea, la majorité des protéines de baie semblent dégradée, il
serait donc intéressant d’étudier la dégradation d’autres protéines de la baie afin de savoir si
les protéases aspartiques sont responsables de la dégradation de I’ensemble de ces

protéines.
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Conclusion générale

et perspectives
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Conclusion générale et perspectives :

Lors de l'infection par B. cinerea, des protéines de défense, dont une des protéines
PR majoritaires de la baie de raisin VvChi4D, semblent dégradées par des protéases du
champignon (These S. Colas, 2012). L’hypothese émise au début de notre travail était que
des inhibiteurs de protéases présents chez la vigne pourraient empécher la dégradation de

cette protéine de défense par des protéases fongiques.

Trois familles de protéases ont principalement été décrites lors du phénoméne
infectieux par B. cinerea sur cotylédons de tournesol : des protéases aspartiques, une
protéase glutamique ainsi qu’une protéase a sérine de type subtilisine (Billon-Grand et al.,
2011). Deux inhibiteurs de protéases ont été sélectionnés pour cette étude, un Potato
Inhibitor | (VvPin) pouvant inhiber des protéases a sérine et un Kunitz (VvKun) pouvant

potentiellement inhiber des protéases aspartiques et des protéases a sérine également.

Durant l'infection de la baie et de la feuille, une protéase aspartique BcAp8, une
protéase glutamique BcAcp et une protéase a sérine de type subtilisine BcSer, sont
exprimées. L'expression des deux IP est également induite lors de I'infection de la baie et de

la feuille.

L'obtention de protéases aspartiques et de protéases a sérine par la production de
sécrétomes fongiques ainsi que la production en systéme hétérologue de VvPin et VvKun a
permis de mettre en évidence l'inhibition de protéase de B. cinerea par un inhibiteur de
protéases de vigne. En effet, la protéine hétérologue VvKun, en plus de son activité
inhibitrice sur une subtilisine commerciale, s’est révélée capable d’inhiber in vitro des

protéases a sérine de B. cinerea.

Lors de l'infection de la baie, I'expression de VWKun est induite au méme moment que
I’expression de la protéase a sérine de type subtilisine BcSer. De plus, I'expression de VvKun,
initialement localisée dans les pépins de la baie mare, est induite dans les endroits
stratégiques de pénétration/déveleppement du champignon que sont la pellicule et la pulpe
lors de l'infection. VWKun serait donc induit au bon moment et au bon endroit pour inhiber Ia

protéase a sérine BcSer. Toutefois, I'expression de la protéase a sérine n’étant induite qu’en
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fin d’infection aussi bien en baie qu’en feuilles, son inhibition n"empécherait en rien la mort

de 'organe.

De plus, la chitinase VvChi4D ne semble pas dégradée par les protéases a sérine de
B. cinerea obtenues lors de notre étude. Elle serait en revanche dégradée par des protéases
aspartiques, et plus particulierement la protéase aspartiqgue 8, comme [|'avaient
précédemment montré d’autres auteurs (Thése S. Colas, 2012 ; van Sluyter et al., 2013). In
vitro, ces protéases aspartiques semblent également capables de dégrader en partie la
protéine VvKun hétérologue. Et in planta, la protéine VvKun semble dégradée au cours de
I'infection de la baie. L'expression de la protéase aspartique 8 lors de l'infection de la baie et
de la feuille est induite bien avant celle de VWKun. Cette protéase, présente précocemment

dans la baie ou la feuille, pourrait donc en effet dégrader la protéine VvKun.

L'induction de I'expression de VvKun et VvPin, méme si elle semble possible par le
MelA principalement, ne pourrait donc en aucun cas étre bénéfique pour la plante lors de

I'infection par le champignon.

Les IP sélectionnés lors de cette étude ne se sont donc pas révélés capables
d’empécher la dégradation de la chitinase VvChi4D en inhibant des protéases aspartiques de
B. cinerea. Il serait donc intéressant de rechercher d’autres IP de vigne pouvant
potentiellement inhiber des protéases aspatiques. Pour cela I'étude devrait se porter sur les

différents Kunitz présents chez la vigne.

Néanmoins, notre étude montre pour la premiére fois qu’un inhibiteur de protéases
de vigne est capable d’inhiber I'activité de protéases a sérine de B. cinerea. Pour en
connaitre plus sur la protéase inhibée par VvKun, il serait intéressant de purifier les

protéases a sérine obtenues et de les identifier par séquencage.

Les protéases aspartiques semblent capables de dégrader de nombreuses protéines
végétales, il serait intéressant de savoir si celles-ci sont a l'origine de la dégradation de
I’ensemble des protéines de la baie ou si les protéases a sérine interviennent également

dans ce processus.
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La production de vignes sur-exprimant les IP VvPin et VvKun est actuellement en
cours (collaboration avec I'INRA de Colmar, Plateforme de transformation vigne, Unité Mixte
de Recherche Santé de la Vigne et Qualité du Vin). Les vignes transformées devraient
permettre d’évaluer I'impact potentiel des deux IP lors de l'infection de la plante par B.
cinerea. Néanmoins, ceux-ci ne pouvant apparement pas inhiber la dégradation des
protéines de défense par les protéases aspartiques, d’autres hypothéses pourraient étre
envisagées quant a leur role au sein méme de la plante. En effet, ces deux IP inhibant
spécifiguement les protéases de type subtilisine, un réle dans la régulation de la mort

cellulaire programmeée serait a envisager (Levine et al., 1996).
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Caractérisation d’inhibiteurs de protéases lors de I'interaction entre la vigne et Botrytis cinerea.

Il a été montré que lors de I'infection de la baie de Pinot Noir par B. cinerea, des protéases fongiques pourraient
étre a 'origine de la dégradation d’une des protéines PR majoritaires de la baie mare, la chitinase VvChi4D (Thése S. Colas,
2012 ; van Sluyter et al., 2013). L’hypothése émise lors de notre étude est que des inhibiteurs de protéases de la vigne

pourraient empécher la dégradation de cette protéine de défense par les protéases de B. cinerea.

L’expression de deux inhibiteurs de protéases, un Potato Inhibitor | (VvPin) et un Kunitz (VvKun), ainsi que celle de
trois protéases fongiques dont deux protéases acides, une protéase aspartique (BcAp8) et une protéase glutamique
(BcAcp), et une protéase a sérine (BcSer), ont été suivies lors de I'infection de la baie de Pinot noir et de la feuille de
vitroplants. Les résultats obtenus montrent que I'expression des deux IP est induite en méme temps que celle de la
protéase a sérine mais apres celle des deux protéases acides du champignon. La production en systeme hétérologue des
deux IP ainsi que I'obtention de protéases acides et de protéases a sérine dans des sécrétomes de B. cinerea a permis de
montrer que la protéine VvKun est capable d’inhiber les protéases a sérine du champignon. En revanche, aucun des deux IP
n’est capable d’inhiber les protéases acides du champignon, protéases responsables de la dégradation de la chitinase

VvChi4D.

Mots clés: Vitis vinifera, Botrytis cinerea, Protéases, Inhibiteurs de protéases, Potato Inhibitor I, Kunitz.

Characterization of protease inhibitors in the interaction between Vitis vinifera and Botrytis cinerea.

It has been shown that upon infection of the grape berry by B. cinerea, fungal proteases may be responsible for
the degradation of a PR protein of the mature berry VvChi4D chitinase (Thesis S. Colas, 2012; van Sluyter et al, 2013). The
hypothesis of our study is that protease inhibitors could prevent the degradation of this defense protein by proteases of B.

cinerea.

The expression of two protease inhibitors, a Potato Inhibitor | (VvPin) and a Kunitz (VvKun), and that of three
fungal proteases, an aspartic protease (BcAp8), a glutamic acid protease (BcAcp) and a serine protease (BcSer) were
followed during infection of Pinot Noir berry and leaf plantlets. The results obtained show that the expression of IP is
induced both in the same time as the serine protease, but after that the two fungal acid proteases. The heterologous
production of both IPs and the production of acid and serine proteases from B. cinerea secretoms have shown that VvKun is
capable to inhibit serine proteases of the fungus. However, neither IP is capable of inhibiting fungal acid proteases,

responsible for the degradation of the chitinase VvChi4D.

Key words: Vitis vinifera, Botrytis cinerea, Proteases, Protease inhibitors, Potato Inhibitor I, Kunitz.
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