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RESUME

Melampsora larici-populina (Mlp) est le phytopathogéne biotrophe obligatoire
provoquant la rouille du peuplier. Ce dernier est I’agent causal de pertes financieres
énormes dans I’industrie foresti¢re, de la bioénergie ainsi que de la phytoremédiation.
Lorsque le champignon arrive a infecter le peuplier, il sécréte une multitude de protéines
spécialisées nommées « effecteurs ». Ces petites armes biologiques lui permettent de
contourner le syst¢tme immunitaire de son hote en plus de s’approprier une partie de ses
nutriments afin de se développer a ses dépens. La compréhension de la fonction de ces
petites protéines repose sur la caractérisation de celles-ci.

Le présent projet de recherche a tenté de caractériser un couple d’effecteurs homologues
dont I’expression est spécifique a I’hote. En effet, Melampsora larici-populina compléte
son cycle de vie en passant par le méleéze et le peuplier, induisant des profils d’expression
d’effecteurs candidats spécifique a chacun de ses deux hotes. Les deux protéines au coeur
de cette ¢étude étaient I’effecteur 51 690 exprimé fortement chez le peuplier et I’effecteur
53 845 fortement exprimé chez le méléze. Le fort taux d’homologie unissant ces
deux protéines spécialisées a soulevé des questions en lien avec leurs ressemblances au
niveau de leur localisation cellulaire ainsi que leurs fonctions biologiques.

Ainsi, une comparaison de la localisation des effecteurs a été vérifiée grace a des analyses
in silico ainsi que des analyses in planta via microscopie confocale par le biais de leur
expression transitoire avec Nicotiana benthamiana. Finalement, une évaluation de
I’intégrité du peptide signal sur la localisation cellulaire de 1’effecteur 53 845 a été mise
de I’avant afin de déterminer si ce dernier influencait la localisation cellulaire de ce
dernier.

Mots-clés : Melampsora larici-populina, microscopie confocale, biologie moléculaire,
Nicotiana benthamiana, extraction de chloroplastes, expression transitoire.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Concepts d’immunité

L’immunité, selon sa définition élargie, consiste en I’« ensemble des mécanismes
de défense d'un organisme contre les éléments étrangers a 1'organisme, en particulier les
agents infectieux (virus, bactéries ou parasites) » (Larousse, 2022). Cette définition,
certes large, est autant véridique pour les agents pathogénes que pour les organismes
complexes qu’ils infectent. Notamment, les organismes unicellulaires comme les bactéries
ont évolué afin de pouvoir se défendre contre les bactériophages grace a un systéme de
défense nommé CRISPR, ou Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(Ishino et al., 1987). En bref, le microorganisme arrive a intégrer des petits fragments de
I’ADN de son assaillant au sein de son propre génome, entre des séquences répétées et
inversées, afin de le reconnaitre et le détruire lors d’une infection ultérieure (Barrangou
etal.,, 2007). Ce type de systeme immunitaire, quoique rudimentaire, démontre une

certaine efficacité contre les menaces auxquels les organismes procaryotes font face.

Les organismes plus complexes, comme I’homme, sont dotés de systemes
immunitaires comprenant de multiples paliers. La premiére ligne de défense est nommée
innée, ou non spécifique et est composée de plusieurs barrieéres physiques. Celles-ci sont
composées principalement par des cellules épithéliales, de mucus et de métabolites axées
sur la défense et 1’attraction de cellules immunitaires (Chaplin, 2010). Par exemple,
I’activation de la cascade protéique du complément permet entre autres de lyser les
cellules des agents pathogénes et d’attirer les phagocytes au site de l’infection afin
d’éliminer leurs restes (Sarma et Ward, 2011). La deuxieme ligne de défense, quant a elle,
est spécifique et basée sur la reconnaissance du soi, des antigénes d’organismes étrangers,
des cellules immunitaires spécialisées et des ¢léments de régulation génétique. Une fois

la reconnaissance d’un pathogene établi, une cellule immunitaire est conservée a titre de



cellule mémoire jusqu’a la fin de la vie de I’hote et est préte a resurgir en cas de besoin
(Chaplin, 2010). Ces deux barriéres agissent conjointement et offrent une défense
immunitaire robuste chez ’homme. Cependant, I’immunité retrouvée chez les plantes est
bien différente de celle observée chez Homo sapiens. Devant tout de méme résister aux
différentes conditions environnementales et microorganismes, les plantes ont ainsi
évoluées afin de se défendre autant au niveau des stress biotiques et abiotiques. Celles-ci
disposent donc de deux niveaux d’immunité, soit non-spécifique, et, induite par le biais

de pathogenes.

1.1.1 Immunité naturelle et non-spécifique

Les plantes sont constamment soumises aux conditions environnementales et en
sont directement affectées. En effet, la quantité d’eau disponible, la concentration en sels,
la présence de métaux lourds et le rayonnement ultraviolet sont parmi les stress abiotiques
causant de lourdes pertes agricoles annuelles (He et al., 2018; Wang et al., 2003; Wani
etal.,, 2016). En plus de devoir faire face a ces menaces, celles-ci sont constamment
exposées a la présence de plusieurs groupes de pathogeénes présents dans I’environnement.
Notamment, elles doivent étre en mesure de reconnaitre les processus d’infections contre
les virus, les bactéries et les champignons en plus de pouvoir se défendre contre chaque
type de microorganismes. Les phytopathogenes sont classés selon trois grands groupes
basés sur le type d’infection qu’ils engendrent (Jh, 2015). Les nécrotrophes sont des
microorganismes qui tuent leurs hotes afin de se nourrir de leurs tissus pour se développer.
Les hémibiotrophes quant a eux sont des pathogénes qui utilisent les ressources de 1’hote
pour croitre et finissent par le tuer lors d’un stade d’infection ultérieur. Les biotrophes,
eux, utilisent les ressources de leurs hotes afin de pouvoir se développer et poursuivre
leur cycle de croissance et d’infection. En régle générale, les phytopathogeénes sont
majoritairement biotrophes (ex : Melampsora larici-populina, décrit au point 1.3) et
nécrotrophes (Botrytis cinerea organisme causant la pourriture grise). Les virus
phytopathogeénes sont quant a eux sont plus communément associés au mode d’infection

hémibiotrophe. En effet, ceux-ci utilisent les ressources de 1’hdte pour se multiplier et



infectent ensuite de nouvelles cellules par la lyse des cellules les contenant (Dou et Zhou,

2012; Guttman et al., 2014; Pusztahelyi et al., 2015; Wen, 2013).

Afin de prévenir les infections sans méme devoir initier une défense immunitaire
cellulaire, les végétaux disposent d’une premicre ligne de défense qui regroupe des
mécanismes chimiques et structuraux (Hammond-Kosack et Jones, 1997; Jh, 2015).
Les mécanismes dits « passifs » regroupent deux classes de défense; les structures
constitutives a D’espéce végétale et les défenses biochimiques. Ces deux types de
mécanismes ont pour but de prévenir ’infection par les pathogenes (Laluk et Mengiste,
2010). Par exemple, les cellules épithéliales sont recouvertes d’une cuticule cireuse,
permettant de limiter 1’accumulation d’eau qui est nécessaire pour la germination de
spores infectieux en plus de limiter le contact cellulaire direct avec les pathogénes
(Serrano et al., 2014). De plus, les cellules végétales sont équipées de paroi cellulaire
robuste et contenant une variété de molécules chimiques prétes a étre libérées lors d’une
éventuelle infection (Guest et Brown, 2005). Les mécanismes biochimiques quant a eux
regroupent plusieurs groupes de métabolites spécialisés qui sont produites lors de la
détection de blessures et qui agissent a titre d’agents antibiotiques. Notamment,
elles peuvent libérer des monoterpénoides et des sesquiterpénoides qui sont des molécules
fragrantes et comprises dans certaines préparations d’huiles essentielles. Elles peuvent
méme produire des alcaloides, molécules reconnues pour leurs roles variés, mais aussi
pour leurs effets toxiques chez les insectes et de prévention d’attaques en provenance des
bactéries et des champignons (Guest et Brown, 2005; Hammond-Kosack et Jones, 1997,
Reyes-Escogido et al., 2011). Ces mécanismes passifs représentent quelques exemples
recensés chez différentes espéces de végétaux et agissent de concert afin de minimiser

I’effet des différents stress qui leur sont infligés.

Or, les microorganismes ne sont pas uniquement nocifs pour les plantes. Afin de
s’adapter aux différents stress biotiques et abiotiques, les premiers végétaux terrestres ont
développé au cours de leurs évolutions des relations symbiotiques avec les champignons
présents au niveau de la rhizosphere (Lee et al., 2012). Ces relations bénéfiques dites

mutualistes fournissent des avantages aux deux partis. Les mycorhizes augmentent la



nutrition en augmentant I’accessibilité aux minéraux et a I’eau en plus de promouvoir la
croissance et la résistance a des maladies. Le champignon quant a lui regoit des molécules
en provenance de la plante qui sont nécessaires a son développement et a sa reproduction
(Bonfante et Genre, 2010; Sally E. Smith, 2008). En revanche, méme avec cette premiére
barriere d’immunité, les végétaux restent la cible de plusieurs types de pathogénes qui
peuvent étre nocifs. Ceux-ci disposent donc de mécanismes de défense cellulaire pouvant

générer des réactions d’immunité complexes et trés spécifiques au niveau moléculaire.

1.1.2 Immunité induite spécifique et non spécifique

Deux niveaux d’immunité spécifique sont observés lorsqu’un phytopathogene
arrive a infecter une plante ; une défense histologique et une défense biochimique.
Les mécanismes de défense engendrés au niveau histologique visent a limiter I’avancée
de ’infection au sein de la plante. La lignification est un processus lors duquel la lignine
est polymérisée au niveau de la paroi cellulaire. Cette structure est constituée de plusieurs
milliers de monomeres phénoliques qui sont assemblés afin de limiter ’acces aux cellules
par le pathogeéne. Cette structure est rigide, insoluble et pratiquement indigestible,
faisant en sorte que les nutriments et les métabolites recherchés par le pathogene sont
inaccessibles (Jh, 2015; Jones et Dangl, 2006). Un autre mécanisme inductible au niveau
histologique est associ¢é a la déposition de gomme végétale dans les espaces
intercellulaires. La substance visqueuse inhibe la prolifération ainsi que I’absorption de
nutriments par les cellules infectieuses. Ce premier type de défense repose sur des
¢léments constitutifs qui sont activés uniquement lorsque la plante est en situation de
défense active. Cette réponse peut étre couplé aux mécanismes cellulaires et biochimiques

afin d’assurer une défense systémique contre une menace biologique.

Le niveau d’immunité biochimique est quant a lui trés spécifique et repose sur une
série d’événements biochimiques et génétiques. Ceci débute lorsque la plante détecte
des structures associées aux microorganismes appelés Microbe/Pathogens Associated
Molecular Patterns (MAMPs/PAMPs) grace a des récepteurs de Pathogens Recognition

Receptors (PRRs) au niveau de la membrane cellulaire externe. Les motifs reconnus par



les récepteurs extracellulaires incluent la flagelline bactérienne, la chitine et les
Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs). La détection de ces molécules peut
ultimement activer la premiere ligne de défense, soit la PAMP Triggered Immunity (PTI)
(Figure 1.1) (Mogensen, 2009; Zipfel et Felix, 2005). La PTI active une réponse
immunitaire rapide incluant la fermeture des stomates, I’entrée d’ions Ca®" dans le cytosol
et ’activation des voies Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) (Jeworutzki et al.,
2010; Nguyen et al., 2021; Nomura et al., 2012; Ranf et al., 2011). Cette cascade
enzymatique provoque alors la transcription de genes reliés a la défense en plus de laguer
des especes réactives d’oxygene (Reactive Oxygen Species) et induire la déposition de
callose a l'interface entre la membrane et la paroi cellulaire (Wang et al., 2019;
Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2012). Cette premiére réponse peut cependant étre déjouée

par les pathogeénes grace au relachement de protéines effectrices.

Les cellules végétales disposent d’une seconde ligne de défense, soit I’ Effector
Triggered Immunity (ETI), basée sur des protéines de reconnaissance des effecteurs qui
comportent deux domaines conservés. Le premier est le domaine Nucleotide-Binding
(NB) et le second est le Leucine-Rich Repeat (LRR) qui se combinent pour former les
NLRs (Nucleotide-binding Leucine Rich domains). La diversité des NLRs provient du
troisieme domaine qui les compose, soit les Toll-Interleukin-1 Receptor (TIR) et
Coiled-Coil (CC) qui sont attachés en position N-terminale de la protéine de
reconnaissance (Richard et al., 2018; Van Wersch et Li, 2019). Les NLRs reconnaissent
directement ou indirectement les effecteurs libérés par le pathogene, ce qui conduit a une
réponse impliquant une réaction d’hypersensibilit¢ (HR) et ultimement, a la mort

cellulaire (Dangl et Jones, 2001; Gao et al., 2017; Zavaliev et al., 2020).
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Figure 1.1  Représentation schématisée de la PAMP-Triggered Immunity et de
I’Effector Triggered Immunity selon (Nguyen et al., 2021).

La réponse reliée a la PTI est indiquée par les fleches noires et débute par
la reconnaissance du pathogene par les PAMPS. Ceci active les MAPK,
fait entrer le calcium dans les cellules et active la production de ROS,
réduisant la progression de I’infection. La voie de I’ETI est représentée par
les fleches bleues et débute par la reconnaissance des effecteurs par le biais
des NLRs. Ceci active alors des genes de résistance et conduit a la réponse
d’hypersensibilité.

Lors d’une attaque par un pathogene, la premicre réponse qui est mise de I’avant est
la PTI et lorsque celle-ci est déjouée, I’ETI prend le relais afin de poursuivre la réponse
immunitaire. Ainsi, 'immunité associée a la PTI a longtemps été percue comme la
premiére approche contre I’invasion et lorsque I’ETI était initiée, elle n’avait que tres peu
d’effets pendant la réponse reli¢e aux effecteurs. Cependant, des études transcriptomiques
tendent a démontrer que la PTI et I’ETI sont reliées et qu’elles agissent ensemble afin de
protéger les plantes en situation d’infection (Figure 1.2) (Caldo et al., 2004; Tao et al.,

2003). Récemment, deux équipes de chercheurs indépendants ont démontré que la réponse



immunitaire qui se base sur I’action des NLRs requérait ’activation des PRRs pour étre
amorcée (Ngou et al., 2021; Yuan et al.,, 2021). Selon les expériences du groupe
Ngou et al., la signalisation des PRRs par la voie de la PTI accroit la production de ROS
pendant la réponse induite par les effecteurs. La RESPIRATORY BURST OXIDASE
HOMOLOGUE D (RBOHD) est une enzyme exprimée pendant la phase d’ETI et régule
la production des especes réactives d’oxygene. Le mutant rbohd d’ Arabidopsis thaliana,
qui présente une déficience au niveau de la PTI, a démontré un phénotype de susceptibilité
au pathogeéne Pseudomonas syringae DC3000 exprimant le géne avrRpt2. Les conclusions
de cette expérience suggérent que RBOHD est un élément reliant la PTI et ’ETL
La production de ROS pendant la phase ETI est médiée par la phosphorylation de la
protéine BIK1, qui est une kinase associée a la voie de la PTI (Ngou et al., 2021).
Le groupe de Yuan et al. a effectué¢ des expériences avec un récepteur de la PTI similaire
a BIK1, soit le BRASSINOSTEROID INSENSITIVE [-associated receptor et les protéines
kinase MAPK3 et MAPK6. Ceux-ci ont remarqué que la réponse immunitaire était
augmentée lorsque la plante était en contact avec un traitement bactérien exprimant la
protéine avrRpt2. Ces données suggerent que I’ETI a un role dans la signalisation, la force
et I’intensité de la réponse associé a la PTI. Or, la PTI est tout autant importante et régule
aussi la force de la réponse associée aux effecteurs (Yuan et al., 2021). Ultimement,
les mécanismes enclenchés par I’ETI conduisent a la résistance systémique acquise (SAR)
et entralnent une réponse spécifique contre les effecteurs qui sont reconnus par la plante
(Zhang et al., 2018). Ces mécanismes basés sur la reconnaissance des pathogénes et des
protéines effectrices requierent la collaboration de plusieurs autres compartiments

cellulaires afin de produire une réponse immunitaire robuste.
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Figure 1.2  Représentation de la relation synergique entre les réactions de PTI
d’ETI (Nguyen et al., 2021).
La réponse aux pathogenes lors de la phase PTI est montrée par les fléches
noires et celle de ’ETI par les fleches bleues. Les fleches rouges indiquent
la communication entre la PTI et I’ETI et que la PTI a un fort impact sur
I’intensité de ’ETI.

1.2 Le chloroplaste au sein de la défense

Les mécanismes de défense mentionnés plus tot sont nombreux et requicrent la
coopération de plusieurs organelles afin d’étre mis de I’avant. La régulation de ceux-ci
repose notamment sur la communication entre le noyau, le réticulum endoplasmique,
la membrane cellulaire et le chloroplaste. Ces organelles sont au ceeur de la régulation et
de la synchronisation de la réponse immunitaire induite spécifique et non spécifique
(Bobik et Burch-Smith, 2015; Caplan et al., 2015; Nomura et al., 2012; Padmanabhan et
Dinesh-Kumar, 2010; Serrano et al., 2016). Le chloroplaste est notamment responsable
de la production de plusieurs molécules d’intérét au cceur de la défense, ce qui le rend
I’é¢tude de son fonctionnement en situation d’attaque trés importante afin de comprendre

comment les pathogeénes arrivent a échapper a celles-ci.



1.2.1 Le chloroplaste

Le chloroplaste est une organelle photosynthétique essentielle pour la croissance,
la syntheése de plusieurs métabolites ainsi que la défense immunitaire. Cette structure
proviendrait de 1’endosymbiose d’une cyanobactérie par une cellule eucaryote,
s’étant produite il y a plus d’un milliard d’années (McFadden et al., 1994) (Figure 1.3).
Celui-ci est composé d’une double membrane, séparant son contenu du reste de la cellule,
mais qui grace a des transporteurs protéiques (7ranslocon on the Inner Chloroplast
membrane et Translocon on the Outer Chloroplast membrane TIC/TOC), permet un grand
échange de métabolites et de protéines (Shi et Theg, 2013). En son sein se retrouvent
plusieurs structures avec des fonctions précises, notamment les thylakoides, qui impliqués
de la production d’adénosine triphosphate (ATP), de sucres et d’oxygene lors du cycle
de Calvin (Bose et al., 2017; Chan et al., 2016). Il contient aussi des granules
d’amidon, structure d’entreposage de ce polysaccharide complexe (Hizukuri et al., 1981;
Vandromme et al., 2019) et des plastoglobules, qui contiennent des triacylglycérols,
des caroténoides, des esters phytyliques acides, du tocophérol ainsi que de nombreuses
quinones (Bhuiyan et al., 2016; Gaude et al., 2007; Lippold et al., 2012; Piller et al., 2011;
Zbierzak et al., 2009). Toutes ces structures, voués a la production et ’entreposage de
molécules d’intérét ne sont que quelques raisons qui font en sorte que ce compartiment

cellulaire peut représenter une cible intéressante pour un pathogeéne.

3 Thylakoid
3.1 Thylakold space (lumen) 4 Stromal thylakolds
3.2 Thylakoid membrane {lamella or frets)

2 Chloroplast envelope 5 Granal thylakoids
2.1 Outer membrane 6 Stroma
2.2 Intermembrane space
2.3 Inner membrane

1 Granum

7 Nucleoid
(DNA rings)
8 Ribosome

9 Plastoglobulus
10 Starch granule

Figure 1.3  Illustration schématisée des différentes structures et compartiments
retrouvés dans les chloroplastes (Kelvinsong, 2013).
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1.2.2 Les nucléoides chloroplastiques

Le génome chloroplastique s’est considérablement rapetissé au fil du temps,
préconisant le génome nucléaire a celui de la cyanobactérie, afin d’établir une relation
symbiotique robuste pour la cellule eucaryote (Bogorad, 2008; Kobayashi et al., 2015;
Timmis et al., 2004). Le génome chloroplastique posse¢de une taille réduite et ne code que
pour des genes critiques impliqués dans la photosyntheése ainsi que la biogenese de
nouveaux chloroplastes (Allen, 2003; Stern et al., 2010; Timmis et al., 2004). Ce génome
chloroplastique (cpDNA) n’est pas libre dans le stroma, mais fait partie d’un complexe
protéique appelé nucléoide chloroplastique. Ce sous-compartiment cellulaire, formant des
petits points dans les chloroplastes, peut étre observé grace a un colorant se fixant a I’ADN

(Figure 1.4).

¢ 1

Figure 1.4  Visualisation par microscopie confocale de la protéine membranaire
PEND-GFP (Plastid Envelope DNA-binding) localisée au niveau des
nucléoides chloroplastiques (Terasawa et Sato, 2005).

Les roles de cette structure sont multiples; réplication du cpDNA, la transcription
de I’ARN et le contréle de la descendance des chloroplastes (Kuroiwa, 1991; Pfalz et
Pfannschmidt, 2013; Pfalz et Pfannschmidt, 2015; Powikrowska et al., 2014; Sakai et al.,
2004). Dans les plantes supérieures, incluant le genre Nicotiana, le nombre de nucléoides
chloroplastique estimé est d’environ de 8 a 40 par chloroplaste et chacun d’entre eux peut
contenir jusqu’a 10 copies du cpDNA (Kuroiwa, 1991). Afin de se diviser et se maintenir,
de nombreuses protéines au sein du nucléoide chloroplastiques ont été étudiées en fonction

du stade de développement des chloroplastes (Pfalz et Pfannschmidt, 2013) (Figure 1.5).
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Figure 1.5  Représentation du nucléoide chloroplastique et ses divers
compartiments selon les différents stades de développement du
chloroplaste (Pfalz et Pfannschmidt, 2013).

Dans la phase d’activité¢ chloroplastique intense, les nucléoides se divisent
extensivement tout en étant attachés a la membrane des thylakoides. Notamment,
la protéine Plastid Envelope DNA-binding (PEND) est un dimére de deux peptides de
70 kDa qui possédent un domaine en N-terminal se liant a la séquence d’ADN
“TAAGAAGT”’ en plus de contenir un domaine transmembranaire en C-terminal
(Sato et al., 1993; Sato et Ohta, 2001). Les protéines Sulfite Reductase (SiR) (Sato et al.,
2001), WHIRLY (Krupinska et al., 2014), et Switch/sucrose non-fermentable complex B
(SWIB)-4 (Melonek et al., 2012), sont quant a elles au cceur de la réplication,
la compaction et de 1’organisation du cpDNA. La prot¢ine WHIRLY, communément
appelé WHY1, est autant retrouvée dans le noyau que dans les chloroplastes,
indiquant qu’elle est mobile ou activement maintenue dans les deux compartiments
cellulaire (Grabowski et al., 2008; Isemer et al., 2012). Les fonctions de cette protéine
sont distinctes dépendamment de 1’organelle ou elle se retrouve. Dans le noyau,
WHY1 régule I’expression des genes de défense en présence de stress biotique alors que
dans le chloroplaste, elle est responsable de 1’organisation du nucléoide, assure la

réplication du cpDNA et joue un rdéle dans la germination (Czarnecki et al., 2012;
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Isemer et al., 2012; Lepage et al., 2013). Plus récemment, les protéines WHY, retrouvées
en trois variantes chez Arabidopsis thaliana, se sont vue découvert des roles de
stabilisation de ’ADN simple brin lors de sa réplication (Taylor et al., 2022). De plus,
des études de transcriptomique d’Arabidopsis thaliana ont démontrées des niveaux
d’expression supérieur des genes codant pour les protéines WHY lorsqu’exposés a des
stress abiotiques, telle la salinité et la sécheresse (Akbudak et Filiz, 2019; Yan et al.,
2020), la chaleur (Zhuang et al., 2020), les stress oxydatifs (Tunc-Ozdemir et al., 2009),
et une infection par le phytopathogeéne Botrytis cinerea (Akbudak et Filiz, 2019).
Un phénomeéne similaire est observable avec SWIB lorsqu’une suspension cellulaire de
protoplastes d’A. thaliana est en présence de polyéthyléne glycol, agent simulant un stress

hydrique chez les cellules végétales (Marondedze et al., 2019).

Ces expériences simulant des stress chez les végétaux démontrent que la
compréhension des rdles du nucléoide chloroplastique est en constante évolution.
Ce compartiment joue un grand rdle au niveau de la croissance et de la régulation de
I’expression des genes chloroplastiques, mais ses impacts dans la défense immunitaire
sont encore peu ¢lucidés. De plus, le transport associé a ces protéines pouvant se retrouver
au niveau du noyau, de la mitochondrie et du chloroplaste doit encore étre exploré afin de
comprendre leur polyvalence et leur importance. Cependant, plusieurs messagers et
métabolites chloroplastiques jouent un grand role déja connu et qui est important pour la

protection des cellules végétales en situation d’infection par un phytopathogene.

1.2.3 Roles et métabolites produits lors de la défense

Le chloroplaste est impliqué non seulement dans la synthése et I’entreposage de
plusieurs métabolites d’intérét, mais aussi dans la production de métabolites de défense

tels I’acide salicylique (SA), I’acide nitrique (NO), I’acide jasmonique (JA) et les ROS.

Les genes impliqués dans la synthese de 1’acide salicylique sont hautement régulés
et sa syntheése est activée majoritairement pendant la PTI et ’ETI en raison de ses

impacts négatifs sur la condition normale de croissance des plantes (Chandran et al., 2014;



13

Ishihara et al., 2008; Mishina et Zeier, 2007; Pajerowska-Mukhtar et al., 2012).
Ce métabolite, provenant de la voie de synthése de 1’isochorismate chloroplastique, est
transporté dans le cytosol par le biais du transporteur ENHANCED DISEASE
SUSCEPTIBILITY 5 (EDSS5). 1l est ensuite conjugué au glutamate par 1’amidotransférase
PBS3 (avrPphB SUSCEPTIBLE3) pour former I’isochorismate-9-glutamate, qui se
décompose spontanément en acide salicylique (Littlejohn et al., 2021; Rekhter et al., 2019;
Torrens-Spence et al., 2019; Warren et al., 1999). L’augmentation de sa concentration
inhibe les Nonexpressor of Pathogenesis-Related gene NPR-3 et NPR-4 et active NPR1,
qui active a son tour la transcription de geénes clés dans la défense immunitaire (Ding et al.,
2018). L’acide salicylique joue aussi un rdle d’inhibiteur servant a neutraliser les ROS
provenant des catalases et des peroxidases de phytopathogénes (Durner et Klessig, 1995;
Zhang et al., 2016). La SA est aussi une molécule de signalisation clé lors de la défense
contre les phytopathogénes biotrophes et hémibiotrophes (Pieterse et al., 2012) en plus
d’avoir une implication limitée dans la réponse contre les nécrotrophes (Glazebrook,
2005). Cette molécule agit a titre de régulateur central de la défense en interagissant avec
des voies de signalisation hormonales, notamment la voie du jasmonate, afin de réguler
finement et efficacement la réponse immunitaire mise en branle (Thaler et al., 2012;

Vlot et al., 2009).

Les jasmonates sont des hormones dérivées des lipides dont la synthése débute dans
le chloroplaste pour se terminer dans le peroxisome (Serrano et al., 2016). Contrairement
a l’acide salicylique, les jasmonates sont libérés lors d’attaques par des pathogeénes
nécrotrophes, des nématodes et méme d’insectes herbivores (Pieterse et al., 2012).
La réponse en cas d’attaque par un phytopathogeéne n’est pas la méme en fonction de son
type d’infection. Ce phénomeéne d’antagonismes entre les voies de la SA et des JA a été
éclairci pour la premicre fois chez la tomate et a permis de démontrer que la résistance a
un pathogene nécrotrophe correle directement avec une sensibilité accrue aux biotrophes
(Gimenez-Ibanez et Solano, 2013; Grant et Lamb, 2006; Spoel et al., 2003; van Wees
et al., 1999). L’interaction entre ces deux voies permet alors d’optimiser et de sélectionner
la voie a induire en fonction du type de phytopathogeéne provoquant 1’infection (Bostock,

2005; Kunkel et Brooks, 2002; Verhage et al., 2010). Ces deux molécules immunitaires
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sont produites initialement dans le chloroplaste et ne sont pas les seules molécules pouvant

avoir un impact sur la réaction de défense végétale.

Les espéces réactives en oxygeéne (ROS) sont produites en grande quantité dans le
chloroplaste. Leur production est engendrée par la photoréduction de I’oxygene par le
photosysteme I (PSI) et par la plastoquinone qui est 1’accepteur d’électrons du
photosysteme II (PSII) compris dans la chaine de transport des électrons (Dietz et al.,
2016; Vetoshkina et al., 2017). Le produit généré, soit I’oxygene sous la forme de singulet
(102), est formé dans le PSII par le transfert d’énergie provenant de la chlorophylle excité
(Dogra et al., 2019; Mullineaux et al., 2018) et est un des ROS les plus impliqués dans la
réponse ETI (Zoeller et al., 2012). D’autres formes d’espéces réactives d’oxygene
chloroplastiques (cROS) sont importantes pendant la réponse d’hypersensibilit¢ (HR),
soit le peroxyde (H202), le superanion radical d’oxygene (O2) et méme le radical
hydroxyle (OH") (Pospisil, 2012). Des études de transcriptomique ont démontré que la
perception de PAMPs meéne a une suppression rapide de I’expression de genes
photosynthétiques encodés dans le noyau et est ensuite suivie par la production massive
de cROS provenant de la chaine de transport des €lectrons (de Torres Zabala et al., 2015;
Lewis et al., 2015). Il fut démontré, dans les deux premieres heures suivant 1’activation de
la PTI, que le transcriptome indiquait une augmentation de 1’expression de genes reliés a
la photosynthese, la production d’acide salicylique et de ROS chloroplastiques (Lewis
et al., 2015). Les molécules produites en abondance par le chloroplaste ont une grande
importance dans la mise en branle des défenses immunitaires végétale. Cette organelle
représente donc une cible stratégique avec laquelle interférer pour qu’un pathogene puisse
arriver a croitre et se développer aux dépens de son hote. Un résumé de ces processus est
illustré et détaillé a la figure 1.6 (Biittner, 2016; Campos et al., 2014; Ding et al., 2018;
Lefevere et al., 2020; Liu et al., 2016; Pokotylo et al., 2022; Stael et al., 2015; Wang et al.,
2022).
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Figure 1.6  Illustration simplifiée du role du chloroplaste dans la défense
immunitaire.
Lors de la reconnaissance des effecteurs, une activation de la voie du
chorismate est mise de I’avant jusqu’a I’obtention d’acide salicylique.
L’acide salicylique peut alors se fixer au Nonexpressor of Pathogenesis-
Related gene 1, 3 et 4 (NPR1, NPR3 et NPR4) et activer des facteurs de
transcriptions impliqués dans la défense immunitaire. La voie du jasmonate
est quant a elle activée par le biais de I’inhibition des protéines Coronatine-
insensitive 1 (COIl) et Jasmonate-ZIM Domain (JAZ), provoquant la
syntheése de novo de jasmonate et permettant d’obtenir une résistance
accrue aux pathogénes nécrotrophes. Les Reactive Oxygen Species (ROS)
sont quant a eux produits par la chaine de transport des électrons lors de la
reconnaissance du pathogéne par les Pathogen Recognition Receptors
(PRR) et I’entrée de calcium dans le chloroplaste. Les ROS peuvent ensuite
interagir avec le pathogéne et ralentir la progression de son infection.

1.2.4 Effecteurs chloroplastiques

Les rdles que le chloroplaste joue dans la défense immunitaire font de lui une cible
de choix pour les phytopathogénes. Les effecteurs, qu’ils soient bactériens, viraux ou

fongiques, peuvent moduler I’activité¢ chloroplastique directement ou indirectement.
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Pour ce faire, ils peuvent étre transloqués directement dans 1’organelle et interagir avec
des protéines en son sein (Littlejohn et al., 2021). L’effecteur Hopll (Hypersensitve
response and pathogenicity QOuter Protein) fut un des premiers effecteurs identifiés,
provenant de la bactérie Pseudomonas synringae, se dirigeant au niveau du chloroplaste.
Cet effecteur comporte un signal de localisation chloroplastique et un domaine pouvant
se fixer a la Heat shock protein 70 (HSP70) retrouvé dans le chloroplaste. In planta,
I’effecteur interagit avec HSP70 et altére la structure des thylakoides, ce qui réduit
I’accumulation d’acide salicylique et diminue la réponse immunitaire (Jelenska et al.,
2007; Littlejohn et al., 2021). HopN1 quant a Iui inhibe 1’accumulation de ROS,
le depot de callose et la réponse d’hypersensibilité (HR) (Lopez-Solanilla et al., 2004;
Rodriguez-Herva et al., 2012). 11 est localisé au niveau de la membrane des thylakoides,
interagit et dégrade la protéine PsbQ au sein du photosysteme II, ce qui réduit la
production d’oxygene, ralentit le transfert d’électrons et inhibe ainsi la production de
cROS. L’effecteur A1 RipAL de Ralstonia solanacearum a été identifié comme une
phospholipase chloroplastique et catalyse le relachement de 1’acide linoléique, qui est le
principal précurseur de la voie de syntheése des acides jasmoniques. Ceci a pour effet
d’accroitre la production des JA et ainsi de supprimer la réponse induite par 1’acide
salicylique, étant tres impliqué dans la phase de PTI chez Nicotiana benthamiana (Nakano
et Mukaihara, 2018). Au niveau des effecteurs fongiques, Pyrenophora tritici-repentis
produit les toxines sélectives d’hdotes ToxA et ToxB qui expriment un mode d’attaque
nécrotrophe sur les plants de blé. La toxine ToxA est produite et endocyté dans le
chloroplaste ou elle induit la mort cellulaire dépendante de la lumiére en provoquant
I’accumulation de ROS en réduisant la quantité des photosystémes I et II (Ciuffetti et al.,
2010; Kretschmer et al., 2019; Manning et al., 2010; Manning et al., 2009). Les effecteurs
d’autres especes de champignons possédent des mécanismes d’entrée dans les cellules qui
sont différents. En effet, Melampsora larici-populina (Mlp) montre des séquences
homologues au niveau du signal peptide de ses effecteurs et de 1’hote dans lequel ils sont
injectés (Lorrain et al., 2019; Lorrain et al., 2018). Notamment, les peptides signaux des
effecteurs CTP1, CTP2 et CTP3 (Chloroplast-Target Proteins) s’accumulent au niveau
du chloroplaste lorsque leur peptide est clivé in planta (Petre et al., 2016; Petre et al.,

2015). Les effets de ces effecteurs ne sont toutefois pas encore tout a fait connus et
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commencent a étre étudiés (Germain et al., 2018), mais ces études démontrent que le

phytopathogeéne a évolué et imite le principe de signalisation cellulaire de ses hotes.

1.3 Melampsora larici-populina

Melampsora larici-populina est un phytopathogéne faisant partie de la famille des
Basidiomyceétes, de la classe des Puccinomycetes et a 1’ordre des Puccinales (Persoons,
2015). Ce champignon biotrophe obligatoire est 1’agent responsable de la rouille foliaire
du peuplier qui entraine des pertes énormes dans les plantations mondiales de cette
essence d’arbre (Gaouar et al., 2016; Hacquard et al., 2012; Hacquard et al., 2011;
Joly et al., 2010; Miranda et al., 2007; Steenackers et al., 1996). Les rouilles, de 1’ordre
Puccinales, sont composées de plus de 8 000 especes (Lorrain et al., 2019) et sont les
agents causals de pertes énormes de plantes destinées a la consommation humaine
(Aime et al., 2006; Cummins et Hiratsuka, 2003; Duplessis et al., 2011). Par exemple,
elles infectent le blé (Triticum aestivum), le soya (Glycine max) et peut a la fois nuire a la
production de soya et de café (Dean et al., 2012; Fisher et al., 2012; Sniezko et al., 2012).
L’industrie de la bioénergie est aussi affectée par les différentes espéces de rouilles.
Notamment, MIp est responsable de lourdes contraintes sur les programmes
bioénergétiques basés sur les peupliers domestiques (Rubin, 2008), car ceux-ci ne sont
pas résistants a ce phytopathogéne (Duplessis et al., 2009; Gérard et al., 2006).
Ce champignon est considéré comme un des organismes modeles dans le domaine de la
pathologie foresticre, car il s’agit de la premicre rouille dont le génome a été enticrement
séquencé en plus de ses deux hotes (Duplessis et al., 2009; Feau et al., 2007; Hacquard
et al., 2012; Hacquard et al., 2011). De plus, M. larici-populina est génétiquement trés
pres de M. lini, I’agent causal de la rouille du lin, qui est considéré comme 1’espéce modéele
des rouilles (Hacquard et al., 2012). La reproduction de ceux-ci est différente.
Melampsora lini se reproduit avec un seul hote (Bettgenhaeuser et al., 2014) alors que
Milp releve d’un cycle complexe impliquant Larix spp. et Populus spp (Cummins et

Hiratsuka, 2003), et produit cinq types de spores distincts (Hacquard et al., 2011).
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1.3.1 Mécanismes de reproduction

Melampsora larici-populina est un champignon microscopique ayant un
macrocycle de vie passant par cinq étapes distinctes de sporulation et parasite le méleze
(Larix spp.) pour son cycle sexuel et le peuplier (Populus spp.) pour son cycle infectieux

et de reproduction asexuée (Hacquard et al., 2011) (Figure 1.7).
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Figure 1.7  Reproduction de Melampsora larici-populina grace a ses cinq types de
spores en fonction des différentes saisons (Hacquard et al., 2011).
Le cycle végétatif prends place pendant 1’été alors que le cycle de
reproduction prends place pendant le reste de I’année.

Le cycle de reproduction s’amorce au début du printemps lorsque les téliopsores
diploides, qui ont subi une caryogamie et la méiose dans du sol contenant des feuilles
décomposées de peupliers infectés, produisent des basidiospores haploides. Celles-ci,
apres s’étre fait transporter par le vent, se déposent et infectent les aiguilles du méléze et
initient la production de pycniospores. La plasmogamie des spores génere ensuite les
aeciospores et celles-ci peuvent, par I’action du vent, infecter le peuplier et se différentier
en urediniospores. Cette spore est d’aspect orangée et forme des pustules sur la face

abaxiale des feuilles matures, ce qui correspond au symptome principal de la rouille
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foliaire du peuplier. De grandes quantités d’urediniospores sont produites, propagées et
infectent a leur tour de nouveaux arbres, exécutant ainsi de nombreux cycles d’infections
au cours de I’été. Lors de ’arrivée de 1’automne, les pustules présentes sur les feuilles
sénescentes de peupliers contiennent les téliospores, qui sont prét pour I’hivernation a
venir (Hacquard et al., 2011). Comme les dommages sont essentiellement contenus
pendant la phase asexuelle du champignon, 1’étude de ses mécanismes d’infection pendant

celle-ci ont été mis de 1’avant.

1.3.2 Développement et infection

L’infection et la prolifération de Melampsora larici populina sont des mécanismes
complexes qui requierent plusieurs jours. Des analyses par microscopie, dans des
conditions contrélées, ont permis d’identifier les différents stades d’évolution du
champignon a la surface des feuilles de peuplier (Figure 1.8) (Boyle et al., 2010;
Hacquard et al., 2010; Hacquard et al., 2011; Laurans et Pilate, 1999; Rinaldi et al., 2007).
L’infection débute lorsque les urediniospores s’hydratent et germent. Celles-ci produisent
alors des tubes germinatifs qui s’immiscent dans les stomates de la face abaxiale des
feuilles 6 h post inoculation (hpi). Apreés 12 hpi, des vésicules sous-stomatiques se
forment dans le mésophylle et se différencient en premieres structures haustoriales apres
17 hpi. Si ’implantation est fructueuse, la biomasse fongique continue de s’accroitre entre
48 hpi et 96 hpi et amplifie simultanément son réseau d’hyphes dans le mésophylle
spongieux. Approximativement 168 hpi (7 jours) apres le début de la colonisation,
une forte pression provenant de la croissance du champignon provoque une bréche dans
I’épiderme abaxial. Ceci conduit ensuite a la formation d’uredinia et provoque la
libération d’urediniospores, qui s’accumulent a la surface des feuilles et attendent d’étre

propagés par le vent a nouveau.
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Figure 1.8  Représentation du cycle de vie végétatif et infectieux de
Melampsora larici-populina (Hacquard et al., 2011).
Stades de développement selon les 7 premiers jours, passant du dépot de
I’urediniospore jusqu’a la formation de I’uredinia permettant d’infecter de
nouveaux arbres a proximité.

Les hyphes fongiques sont les structures par lesquelles le pathogéne peut établir un
lien avec son héte. Dans ce pathosystéme, le champignon est biotrophe obligatoire, ce qui
signifie qu’il doit détourner les ressources du peuplier pour arriver a croitre et se
multiplier. Pour y arriver, ce dernier interfere avec les défenses immunitaires de I’hdte en
sécrétant des effecteurs grace a cette structure spécialisée (Figure 1.9) (Catanzariti et al.,
2006; Garnica et al., 2014; Mendgen et al., 2000; Voegele et Mendgen, 2003; Voegele

et al., 2001).



21

Figure 1.9  Formation détaillée de ’haustorium, structure spécialisée utilisée par
MIp lors de son cycle infectieux (Garnica et al., 2014).

Les structures représentées correspondent au spore (S), le tube germinatif
(GT), Papressorium (A), le stomate (ST), la vésicule stomatale (SV),
I’hyphe primaire (IH), les cellules du méshophylle (MC), la cellule mere
haustoriale (HMC), I’haustorium (H), la matrice hustoriale (EHM) et
extrahaustoriale (EHMx) et finalement I’urediniospore (U).

Lorsque le tube germinatif (GT) atteint le stomate (ST), ’appresorium (A) s’installe
a sa surface, entre dans la feuille et initie la formation d’une vésicule stomatale (SV).
Lorsque cette structure est bien implantée, les hyphes primaires (IH) se propagent et
entrent en contact avec celles du mésophylle (MC) en passant par la paroi cellulaire.
La cellule mére haustoriale (HMC) peut alors se différencier et pénétrer dans les cellules
du mésophylle pour former 1’haustorium (H). Celui-ci est séparé du cytoplasme de I’hote
par la matrice extrahaustoriale (EHMx) et la membrane extrahaustoriale dérivée de 1’hote
(EHM) (Garnica et al., 2014). C’est par le biais de I’haustorium que les échanges entre le
champignon et le peuplier ont lieu, mais encore peu d’études ont mis 1’emphase sur I’étude
des mécanismes du détournement de ressources par le pathogéne (Lorrain et al., 2019).
Cependant, plusieurs génes impliqués dans le transport de sucres, d’acides aminés et
d’oligopeptides sont fortement surexprimés, démontrant I’importance de la réorientation
des métabolites pour la croissance du champignon. Les deux transporteurs les plus
exprimés sont respectivement le transporteur d’hexoses HXT1 et la perméase d’acide

aminé AAT2, qui sont fortement exprimés dans 1’haustorium et qui sont des homologues
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provenant de Uromyces fabae (Hahn et al., 1997; Voegele et al., 2001). En plus de jouer
un role dans la nutrition du champignon, ’haustorium est I’interface par lequel les
effecteurs sont sécrétés afin de déjouer les défenses immunitaires de [’hote.
Les mécanismes associés a I’envoi de ces effecteurs, quant a eux, ne sont pas encore bien

compris et caractérisés (Petre et Kamoun, 2014).

1.4 Objectifs et hypothése du projet de recherche

L’avancée des connaissances reliées aux mécanismes d’action des protéines
effectrices est clé dans la compréhension du pouvoir infectieux des pathogenes.
L’effectoromique est le domaine d’étude tentant de caractériser de maniere fonctionnelle
les molécules sécrétées par le pathogeéne afin de déjouer les défenses immunitaires de son
hote (Gaulin, 2017). L’identification des effecteurs candidats de protéines sécrétées
(CSEPs) chez Melampsora larici-populina a été effectuée grace a des analyses
génomiques et transcriptomiques. Afin d’étre considéré comme effecteur candidat,
les protéines identifiées doivent répondre a plusieurs criteres. Elles doivent contenir moins
de 300 acides aminés, présenter un signal peptide, ne pas contenir de domaines
transmembranaires et la présence d’EST (Expressed Sequence Tags) dans les cellules de
I’hote (Duplessis et al., 2011; Hacquard et al., 2010; Hacquard et al., 2012). Une fois cette
premicre identification réalisée, d’autres criteres de sélection ont été ajoutés, tel le profil
d’expression et I’homologie avec des effecteurs orthologues afin de déterminer s’il était
pertinent de les étudier en profondeur (Germain et al., 2018; Petre et al., 2016; Petre et al.,

2015).

Lors de travaux antérieurs effectués dans le laboratoire du professeur Germain par
I’étudiante au doctorat Claire Letanneur, les CSEPs de Mlp ont été classés selon des
familles d’homologie de séquence et de spécificité d’hote. Pour y arriver, des analyses
bioinformatiques ont ¢té réalisées a partir des 1 184 CSEPs de Mlp afin de valider si
certains d’entre eux étaient spécifiques a un des deux hdtes du champignon.
Cette premicre analyse a permis de classer les effecteurs en huit familles regroupant

60 CSEPs aux spécificités d’hote mixte. Ensuite, ceux-ci ont subi une analyse
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phylogénique afin de relever les familles possédant les plus hautes homologies de
séquences. Ainsi, quatre familles composées de neuf effecteurs ont démontré des paires
d’effecteurs candidats présentant des nceuds terminaux sur un arbre phylogénique,
représentant des CSEPs homologues aux profils d’expression spécifiques a I’hote (HSH).
De ces neuf effecteurs candidats, deux d’entre eux, faisant partie de la famille

d’homologie 33, sont au coeur de cette présente étude.

Ainsi, la caractérisation des effecteurs 51 690 et 53 845 sera explorée selon
trois objectifs. Le premier sera de déterminer avec des outils de bioinformatique si les
effecteurs homologues et spécifiques semblent se diriger vers le méme compartiment
cellulaire en fonction de leur séquence sans peptide signal. Ensuite, leur localisation
in silico sera comparée avec celle in planta par le biais de leur expression transitoire chez
Nicotiana benthamiana. Finalement, la recherche de I'impact du peptide signal de
I’effecteur 53 845 ainsi que sa localisation cellulaire in planta seront aussi €tudiée.
Ces informations pourront donc permettre d’obtenir une plus grande compréhension de ce

couple d’effecteurs homologues aux profils d’expressions spécifiques a I’hote.



CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES

2.1 Analyses bio-informatiques des effecteurs

Le processus d’analyses bioinformatiques a été initi¢ avec le logiciel BLAST

nucléotides et protéines (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) afin d’obtenir des

renseignements généraux sur les effecteurs. Ils ont été¢ implantés par la suite dans d’autres
logiciels prédisant leurs localisations cellulaires, la présence de domaines protéiques

conservés et la présence de domaines interagissant avec I’ADN et ’ARN.

LOCALIZER (https://localizer.csiro.au/) a été utilisé pour prédire la localisation de

protéines végétales et d’effecteurs vers le noyau, la mitochondrie ou le chloroplaste.

Les logiciels TargetP-2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0)

et SignalP-5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0) ont servi a

prédire et identifier la présence d'un signal de localisation peptidique

au sein des deux effecteurs. InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) a été utilisé

pour vérifier la fonction primaire des effecteurs en recherchant des familles
de  protéines, des domaines ou des sites protéiques  conservés.
Les logiciels GYM 2.0 (http://users.cis.fiu.edu/~giri/bioinf/GYM2/welcome.html),
iDNA-Prot (http://icpr.jci.edu.cn/bioinfo/iDNA-Prot) et DNABIND

(https://dnabind.szialab.org/) ont été consultés afin de rechercher des motifs hélice-coude-

hélice se liant a I’ADN et I’ARN.

2.2 Croissance et entretien des plants de Nicotiana benthamiana

Des graines de Nicotiana benthamiana, ont ét¢ déposées sur un sol reconstitué
(Fafard, Saint-Bonavanture, Québec, Canada). Aprés germination, elles ont été

transplantées dans un plateau de semence. Les conditions d’incubation dans la chambre
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de croissance étaient composées d’une température de 23 °C, un taux d’humidité relative
(HR) de 60 % et une photopériode de 14 h de lumicre a une intensit¢ lumineuse de
135 umol - m? - s' et 10 h d’obscurité. Elles ont été arrosées a raison de deux fois par
semaine par capillarité, et avec un supplément d’engrais 20-20-20. Les plantes ont été
utilis€ées aprés un minimum trois semaines apres la transplantation, et ce jusqu’a un

maximum de six semaines.

2.3 Vérification de la localisation cellulaire des effecteurs 51 690 et 53 845

Les deux effecteurs sans signal peptide ont été clonés en position N-terminal de la
eGFP dans le plasmide pB7FWG@G?2 par la méthode Gateway (Karimi et al., 2002) au cours
de travaux antérieurs conduits dans le laboratoire. Elles ont été transformées dans
Escherichia coli DH10B et I’intégrité des plasmides a été validée par séquencage Sanger
(Nanuq, Génome Québec, Montréal, Canada). Les constructions ont ensuite été
transformées dans Agrobacterium tumefaciens GV3101 pMP90 afin d’observer la

localisation cellulaire des effecteurs par expression transitoire.

2.4 Agroinfiltration

L’agroinfiltration des effecteurs dans de jeunes plants de N. benthamiana a été
réalisée selon la méthode de (Sparkes et al., 2006). Aprés une incubation minimale de 18 h
a 28 °C, la suspension cellulaire a été centrifugée et les bactéries ont ensuite été
resuspendues et diluées a une densité optique (D.O.) de 0,5 u.A. avec du MgCl> 10 mM.
150 uM d’acétosyringone a été ajouté dans la solution et elle a été incubée 1h a la
température de la piéce avant 1’agroinfiltration. Les bactéries ont ensuite été injectées sur
la face abaxiale des plants de N. benthamiana. Les expériences de localisation cellulaire
ont été conduites aprés une période post agroinfiltration de 24 h, 48 h et 72 h afin d’obtenir

un signal optimal.
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2.5 Microscopie confocale

Un microscope Leica TCS SP8 a été utilisé au cours des analyses d’expression
transitoire chez N. benthamiana. Le tissu était excis¢ avant d’étre déposé face abaxiale
vers le haut sur une lame contenant 100 uL d’eau distillée. Une lamelle était ensuite
apposée sur le spécimen avant d’étre recouverte d’une goutte d’huile a immersion et
observée par les objectifs HC PL APO CS2 40X ou 63X. Le laser de 488 nm a ¢été utilisé
pour I’excitation de la eGFP selon un intervalle de détection entre 499 nm et 524 nm.
Le laser de 552 nm a été utilisé pour I’excitation de la RFP son intervalle de détection était
entre 571 nm et 605 nm. Les lasers étaient réglés a un maximum de 4 % de la puissance
totale pour 1’acquisition des images. Le détecteur hybride (HyD) était réglé entre 676 nm
et 722 nm pour le signal associé a la chlorophylle. Les données recueillies ont été traitées

avec les logiciels LAS AF et LAS X core offline (Leica, Wetzlar, Allemagne).

2.6 Recherche de la localisation cellulaire de ’effecteur 53 845
2.6.1 Clonages de I’effecteur 53 845

L’impact du signal peptide sur la localisation de I’effecteur 53 845 a été vérifi¢ en
le clonant en fusion N-terminale de la eGFP dans le plasmide pB7FWG2 par la méthode
Gateway (Karimi et al., 2002). Le signal peptide partiel (SPP ; moiti¢ du SP) et le signal
peptide complet (SPC) ont été amplifiées par PCR avec des amorces spécifiques
(Annexe A). Les fragments ont été extraits et purifiés avec la trousse commerciale Gel/
PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, New Taipei City, Taiwan). Ceux-ci ont
été recombinés en proportions égales avec le plasmide d’entrée pDONR221 avec le
mélange commercial BP Clonase II pendant 18 h a température piece. Les recombinaisons
dans le plasmide de destination pPB7TFWG2 ont été effectuées selon la méme méthode avec
la trousse commerciale LR Clonase II (Invitrogen, Massachusetts, Etats-Unis)
(Annexe C). Les constructions ont été clonées dans E. coli DH10B et les vecteurs générés
ont été séquencés en duplicata par la méthode Sanger (Nanuqg, Génome Québec, Montréal,

Canada). Les constructions ont été transformées dans la souche A. tumefaciens GV3101
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pMP90 afin d’étre exprimé transitoirement chez N. benthamiana. Les analyses de

microscopie confocale ont été réalisées 24 h, 48 h, et 72 h post-agroinfiltration.

L’effecteur a subi un deuxiéme clonage selon la méthode Gateway décrite
précédemment, mais cette fois en fusion avec un tag FLAG (Einhauer et Jungbauer, 2001).
Une construction comprenait le signal peptide complet (SPC) alors que la deuxieéme était
sans signal peptide, donc sous sa forme mature (MAT) (Annexe A). La réaction de
recombinaison finale a été effectuée dans le plasmide de destination pB7WG2 au lieu de
pB7FWG2 (Annexe C). Les constructions ont été agroinfiltrées telles que décrites
précédemment dans N. benthamiana. Des échantillons des feuilles ont été prélevés apres
48 h post agroinfiltration pour des analyses immédiates ainsi qu’a des fins de conservation

a -80 °C pour des expériences ultérieures.

2.6.2 Recherche de la localisation de Deffecteur 53 845 par centrifugation
différentielle et Western Blot

Des feuilles transformées de N. benthamiana avec les constructions comportant le
signal peptide complet ainsi que sa version mature en fusion avec le tag FLAG ont été
lysées 48 h post agroinfiltration. Un tampon physiologique d’extraction protéique a été
utilis€ en combinaison avec un homogénéisateur de verre tous deux préalablement
refroidis pour broyer le tissu récolté selon la méthode de J. Klinkenberg (Klinkenberg,

2014).

Le lysat cellulaire a ensuite été centrifugé a 10 000 RPM pendant 10 minutes a 4 °C
afin d’obtenir une phase soluble et non soluble (Alberts et al., 2002). Un volume de 40 uLL
de tampon de chargement avec SDS 5X (PSB) a été combiné a 160 pL d’extrait soluble
alors que 200 uL. de PSB a été combiné aux fractions solubles récoltées pour les
resuspendre. Les fractions excédentaires ont été préservées a -80 °C jusqu’a utilisation

ultérieure.

Une ¢électrophorese en gel de polyacrylamide SDS (SDS-PAGE) de 10 % a été

chargée avec différents volumes des extraits solubles et non solubles ayant été chauffés
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préalablement a 95 °C pendant 5 minutes. Les protéines ont été transférées sur une
membrane de PVDF avec le Trans-Blot Turbo (Bio Rad, Hercules, Californie, Etats-Unis)
et elle a été bloquée pendant une heure avec du TBST + 2,5 % de lait écrémée. L’anticorps
primaire Rabbit a-DYKDDDDK tag (Bio Rad, Hercules, Californie, Etats-Unis) était
dilué a 1 :1000 dans du TBST + 2,5 % de lait écrémée et incubé pendant 18 h a 4 °C sur
un agitateur orbital. Quatre ringages de 5 minutes ont été effectués avec du TBST avant
I’hybridation de 1 h avec I’anticorps secondaire Goat a-Rabbit-HRP IgG polyclonal
(Santa Cruz Biotech, Dallas, Texas, Etats-Unis) dilué a 1:10 000 dans du TBST + 2,5 %

de lait écrémé.

Les membranes ont été bri¢vement incubées dans le substrat Clarity™ Western ECL
avant d’étre révélées avec le ChemiDoc™ Touch Imaging System (Bio Rad, Hercules,

Californie, Etats-Unis).

2.7 Recherche de la localisation de 51 690 et de ses interactants potentiels

2.7.1 Colocalisation de D’effecteur 51 690 avec des marqueurs de référence du
nucléoide chloroplastique

La colocalisation de I’effecteur 51 690 par microscopie confocale a été réalisée avec
trois marqueurs du nucléoide chloroplastique, soit respectivement pEND, SWIB et
WHIRLY en fusion avec la RFP (Krupinska et al., 2014; Melonek et al., 2012; Terasawa
et Sato, 2005). Les plasmides de référence et 1’effecteur ont été transformés dans des
souches distinctes, car les deux plasmides conféraient une résistance bactérienne a la
spectinomycine. Les agroinfiltrations ont ¢été fait dans trois plants distincts de
N. benthamiana matures. Chacun était transformé avec une combinaison d’une souche
avec I’effecteur 51 690 en fusion GFP et d’une souche avec une protéine de localisation
du nucléoide chloroplastique en fusion avec la RFP. Elles ont ensuite ét¢ combinés selon
une densité optique finale de 0.5 u.a. a 600 nm avant 1’ajout d’acétosyringone.
Les analyses par microscopie confocale ont été réalisées 24 h, 48h et 72 h post

agroinfiltration.
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2.7.2 Extraction et purification de chloroplastes a partir de N. benthamiana

L’extraction et la purification de chloroplastes intactes a été optimisé a partir de la
méthode de Joern Klinkenberg avec des plants de N. benthamiana non transformés
(Klinkenberg, 2014) (Figure 2.1). Les quantités de tampons et de matériel biologique de
départ ont été triplés et le volume total de I’extrait cellulaire brut a été passé au travers
d’une membrane de 30 uM. Une séparation des chloroplastes intacts et brisés a été
effectuée en mélangeant 132 pL de Percoll avec 198 uLL de tampon d’isolation pour une
quantité initiale de 100 mg de tissu. Des portions de 400 uLL d’extrait cellulaire ont été
déposées délicatement sur la solution de séparation dans des tubes distincts jusqu’a ce que
I’enti¢reté de la solution soit séparée par centrifugation a 7 000 xg pendant 5 minutes

a4°C.

—_— upper phase
broken
spin =4~ chloroplasts

40%
Percoll
layer

lower phase :
- intact

chloroplasts

Figure 2.1  Schéma de la séparation au Percoll apres ’extraction chloroplastique
(Klinkenberg, 2014).
La fraction de chloroplastes intacte est celle devant étre récupérée et isolée
afin de poursuivre les expériences subséquentes.

Le surnageant, contenant les débris de chloroplastes brisés, a été retiré et les
chloroplastes intacts ont €té resuspendus dans 50 uLL de tampon d’isolement avant d’étre

conservés a -80 °C pour des expériences ultérieures.
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2.7.3 Clonage d’un marqueur RFP et détection de la protéine WHIRLY-RFP par
Western Blot

Un marqueur de référence de la RFP a été cloné a partir de la construction SWIB en
fusion avec la RFP contenue dans le plasmide de destination pPB7RWG?2 selon la méthode
Gateway décrite précédemment (Karimi et al., 2002). La RFP a ét¢ amplifiée par PCR
avec des amorces spécifiques (Annexe A). Le plasmide de destination utilisé pour la
recombinaison LR était le pPB7WG2. Une confirmation de I’expression par microscopie

confocale a été effectuée apres 48 h post agroinfiltration chez N. benthamiana.

Une extraction de chloroplastes provenant de feuilles de N. benthamiana transformé
avec WHIRLY en fusion avec la RFP a été réalisée apres confirmation de I’expression par
microscopie confocale 48 h post agroinfiltration. Les lysats chloroplastiques ont migré
dans une SDS-PAGE de 10 % avant d’étre transférés sur une membrane de PVDF selon
le méme protocole que décrit précédemment (sous-section 2.6.2). L anticorps primaire
a-RFP monoclonal de souris (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) était dilué
a 1:1000 et I’anticorps secondaire polyclonal goat a-mouse-HRP (Bio Rad, Hercules,
Californie, Etats-Unis) était dilué a 1:10000. Les membranes ont été briévement

™

incubées dans le substrat Clarity'” Western ECL avant d’étre révélées avec le

ChemiDoc™ Touch Imaging System (Bio Rad, Hercules, Californie, Etats-Unis).
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RESULTATS

3.1 Analyses bio-informatiques des effecteurs.

Afin de caractériser les deux effecteurs, une premiére analyse recensant I’homologie
entre leurs séquences protéiques a ¢t€¢ mise de 1’avant (Figure 3.1). Les séquences en
acides aminés ont été choisies afin de montrer concretement les différences au niveau
protéique, et non au niveau des polymorphismes pouvant étre retrouvés dans la séquence

d’acides nucléiques.

Score Expect Method Identities Positives Gaps

257 bits(657) 6e-94 Compoesitional matrix adjust. 130/171(76%) 147/171(85%) 1/171(0%)

Query 1 MLTINHLPTFTFVCAIALLLYNSSIATHFVHSRPYGISHVCNGSIACSLINPNWPTKKKE 66
MLT+M LPTF FVCAIALLLWVNS+IA + SR +GIS VCHNGSIACSLIN NWPT K F

Sbhjct 1 MLTMNRLPTFPFVCATALLLVNSATAANLAQSRAFGISRVCHGSIACSLINSNWPTNKDF 6@

Query 61 TCGMNETVSSTSFASAYPYMMLGQGVSMWI - SSSWPSSVTPECKNTKAGDRYQYRNGVIWTA 119
TCGN+T+55 SFASAYPYMM+GeGVSMVN SSSWPSSYV +C+N+ DRYQY+MNGVI A

Sbjct 61 TCGMETISSISFASAYPYMMMGEGVSMWNSSSSWPSSVASDCQNSTTADRYQYKNGVIWNA 126

Query 128 YYSIVATCGCTGTGPRALPMNCTAATSQSTRACHVAMFTFCAMKMKDVVCTH 178

¥YSIVA CGCTGTG  ALPNCTAATSQS+ ACHMVAMFTRCA++M DV+CT+
Sbjct 121 YYSIVANCGCTGTGESALPNCTAATSQSSGACNVAMFTFCAIEMNDVLCTY 171

Figure 3.1  Alignement local des effecteurs 51 690 (Query) et 53 845 (Subject)
effectuée avec le logiciel BLASTp.

Cette premiere analyse a permis de démontrer que les séquences des deux effecteurs
ont un haut taux d’identité entre elles de 76 % contre 85 % d’homologie. La plus grande
région de variabilité semble étre retrouvée au sein des 60 premiers acides aminés et le
reste des séquences semble relativement similaire. L’homologie et la conservation des
séquences peuvent étre indicateurs de localisation et de fonction cellulaire d’une protéine
donnée. Donc, des analyses de prédiction de la localisation des effecteurs ont été conduites

grace au logiciel LOCALIZER 1.0.4 (Figure 3.2).
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53 845
- é"ecic:iC":

Chloroplast

Mitochondria ucleus
Y (8.997 | 38-98)
Proteins analyzed: 1
Number 1 (1ee.e%)
Number & possible mTP: @ (0.0%)
Number & NLS: @ (9.9%)
Number & possible mTP & NLS: @ (8.0%)
Number ;8 (B.e%)
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Number oteins with mTP & NL5: @ (@.8%)
Number proteins with mTP & possible cTP & NLS: @ (0.8%)
Number of proteins with NLS and no transit peptides: @ (@.9%)

Prédiction de la localisation cellulaire des effecteurs 51 690 et 53 845

par le biais du logiciel LOCALIZER 1.0.4.

Ces deux analyses supplémentaires semblaient prédire que les deux effecteurs se

dirigeraient vers le chloroplaste, car ceux-ci contiendraient, selon une prédiction de

100 %, un signal de localisation au chloroplastique, ou un peptide transit (# Number of

proteins with c¢TP). Les autres signaux de localisation analysés par le logiciel, soit

nucléaire et mitochondrial, ont montré des probabilités nulles indiquant qu’ils ne semblent

pas se diriger au niveau de ces organelles. En se basant sur le fait que les effecteurs

semblent se diriger vers le chloroplaste, des analyses bio-informatiques supplémentaires

ont ét¢ mises de I’avant. Des analyses avec le logiciel InterPro, servant a identifier des

domaines conservés, n’ont montré aucun résultat significatif pour les deux protéines.

Des logiciels de prédiction de fonctions individuelles ont été utilisés afin de tenter

d’établir la fonction des effecteurs. Les programmes iDNA-Prot, DNAbind et GYM 2,0

ont été utilisés afin d’évaluer la présence de motifs de liaison a I’ADN bas¢ sur la structure

tridimensionnelle des effecteurs (Figure 3.3).
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51 690 53 845

Enter the sequences of query proteins in FASTA format (
Example), the number of proteins is limited at 50 or less

Enter the sequences of query proteins in FASTA format (
Example), the number of proteins is limited at 50 or less

or each submission for each submission.
. - Your Input Sequences :
L ::g:;:‘:";‘ >3353_p ropre length: 126
: = : NST
1IDNA-Prot ;E:i;ssg?:g!RNGWTAYYS]VRTCGCTGTGPRALPNCTMTSQSTMCNV}\HFTEI gggﬂggggﬂﬁgﬁgz;sgggﬁrmmn:gg;:b Mg

VLCTYT
Predicted Result:
1. Protein 3353_ may be: non DNA binding protein

Predicted Result:
1. Protein 3351_ may be: DNA binding protein

Continue Test | Continue Test
Prediction parameters: Prediction parameters:
The prediction is done from sequence. The false positive rate is setto 150%  The prediction is done from sequence. The false positive rate is set to 15.0%
Expected sensitivity: 78.3% Expected sensitivity: 78.3%
Expected Matthews correlation coefficient: 0.63 . Expected Matthews correlation coefficient: 0.63
The score threshold is set to 0,362 (threshold probability: 0.5896) The score threshold is set to 0.362 (threshold probability: 0.5896)
Prediction result: Prediction result:
Name Score | Probability of DNA binding |  Prediction Name Score | Probability of DNA binding Prediction
3351_propre || 0.525 0.6283 DNA-binding | | 3353 Propre | -3.860 0.0206 non-DNA-binding
*** GYM Results Summary *** *** GYM Results Summary ***
Input Sequence with Highlighted HTH Motif Locations Input Sequence with Highlighted HTH Motif Locations:
CKNTKAGDRYQYRNGVWTAYYSIVATCCCTGTGPRALPNCTARTSQSTRA >3353_PROPRE CCSLINSNWPTNKDFTCGNETISSISFASAYPYMMMG
CNVAMFTFCAMKMEDVVCTHQ EGVSMVNSSSSWPSSVASDCONSTTADRYQYKNGVWNAYYSIVANCGCTG
Lll’lgfh of Sequmce =71 TGESALPNCTAATSQSSGACNVAMFTFCATEMNDVLCTY
Length of Sequence = 139
Predicted HTH Motif Locations:
Predicted HTH Motif Locations
GYM 2 - 0 R e L il RooZe Dt e Pick Loc LP NPM Score Detected? Motif
Best 0 0 0 0 - S o G 5 3 _
2nd 0 o 0 0 - 2nd 0 0 0 0
No motif found! No motif found!

Figure 3.3  Analyse de la présence d’un motif de liaison a PADN dans les
effecteurs 51 690 et 53 845 par le biais des logiciels iDNA-Prot,
DNABIND et GYM 2.0.

Les analyses conduites par ces logiciels indiquent que 1’effecteur 53 845 ne possede
pas de domaine de liaison a ’ADN. L’effecteur 51 690, quant a lui, montre une probabilité
de contenir un domaine de liaison a I’ADN. En effet, le logiciel iDNA-Prot semble avoir
prédit la présence d’un tel motif et DNABIND, I’a prédit quant a lui selon une
probabilité de 62,83 % (Figure 3.3). Malgré de nombreuses analyses bio-informatiques,
les informations fonctionnelles obtenues en lien avec les effecteurs restent limitées.
Ceci démontre le besoin de les caractériser en laboratoire, car aucun domaine conservé
n’a été identifié par le biais d’outils informatiques, ce qui réduit le potentiel d’établir les

cibles visées par ceux-ci.

3.2 Vérification de la localisation cellulaire in planta des effecteurs 51 690 et 53 845

Afin de vérifier la localisation cellulaire des versions matures des effecteurs, des

clonages par la méthode Gateway des effecteurs en fusion avec la GFP ont été réalisés
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lors de travaux conduits antérieurement au sein du laboratoire. Ces premicres
constructions ont été transformées dans A. tumefaciens GV3010 pMP90 et agroinfiltrées
dans N. benthamiana avant d’étre observées par microscopie confocale 48 h post-

agroinfiltration (hpi) (Figure 3.4).

eGFP Chlorophylle Superposition

eGFP Chlorophylle

53 845-ASP

Figure 3.4  Localisation des effecteurs 51 690 et 53 845 sans signal peptide chez
N benthamiana 48 h post-agroinfiltration.
Le canal vert représente les effecteurs 51 690 et 53 845 fusionnés en
C-terminal avec la GFP. Le canal bleu démontre 1’autofluorescence de la
chlorophylle. La fléche blanche indique la localisation de I’effecteur
51 690.

Ces premicres observations ont permis de constater que I’effecteur 51 690 semble
étre retrouvé dans une petite structure définie sous la forme de petits points compacts,
indiqués par les fléeches blanches dans la figure 3.4. Lorsque le canal de GFP est superposé
au canal de la chlorophylle, I’effecteur est observé au sein d’une structure bleue,
correspondant au chloroplaste. Pour ce qui est de 53 845, sa localisation semble diffuse,

mais elle se retrouve majoritairement dans le noyau et le cytosol. Méme lorsque le signal
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de la chlorophylle est ajouté a celui de la GFP, I’effecteur ne semble pas se retrouver dans

I’organelle photosynthétique.

En fonction de ces résultats préliminaires, des stratégies différentes ont été élaborées
pour chacun des deux effecteurs. Comme la localisation cellulaire de 53 845 ne semble
pas étre au chloroplaste malgré les prédictions initiales, de nouvelles constructions ont été
effectuées afin de vérifier si I’intégrité de son signal de localisation chloroplastique avait
un impact sur sa localisation cellulaire. En contrepartie, puisqu’une localisation plus
précise pour I’effecteur 51 690 a été remarquée, une recherche de sa localisation cellulaire
par microscopie confocale en utilisant des protéines de référence chloroplastiques a été

mise de ’avant.

3.3 Recherche de la localisation cellulaire de I’effecteur 53 845

3.3.1 Clonages de I’effecteur 53 845 et recherche de sa localisation par microscopie
confocale

Les localisations des effecteurs, présentées a la figure 3.4, étaient celles des
effecteurs en version matures, donc sans peptide signal et comprenant le peptide transit.
Afin de valider si le signal peptide avait un impact sur le clivage in vivo entre le peptide
signal et le peptide transit de I’effecteur 53 845, deux nouvelles constructions ont été mises
de I’avant. Deux versions de I’effecteur, contenant le signal peptide complet (SPC) et
partiel (SPP), ont été amplifiées par PCR a partir du vecteur pGEX-4T1. Les amorces
utilisées étaient spécifiques a ’effecteur en plus de comporter les séquences phagiques
requises pour la recombinaison des fragments d’intérét par Gateway. Le produit final a
été séquencé afin de valider que I’ensemble des manipulations n’ont pas affecté 1’intégrité
de la séquence de I’effecteur et que celui-ci était dans le bon cadre de lecture et que la
GFP allait bien y étre fusionnée. Lorsque les constructions ont été validées par
séquengage, elles ont été transformées dans la souche 4. tumefaciens GV3101 pMP90 afin
d’étre agroinfiltrée chez N. benthamiana pour vérifier la localisation cellulaire des

effecteurs par microscopie confocale (Figure 3.5).
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eGFP Chlorophylle Superposition

53 845ASP

53 845-5P

53 845-SPP

Figure 3.5  Localisation de ’effecteur 53 845 avec un signal peptide complet,
partiel et absent chez N. benthamiana 48 h post-agroinfiltration.

Le canal vert représente I’effecteur fusionnés en C-terminal avec la GFP et
le canal bleu démontre 1’autofluorescence de la chlorophylle.

La figure 3.5 illustre que D’effecteur 53 845, indépendamment de la présence,
absence ou présence partielle de son peptide signal, semble se diriger au niveau du noyau
et du cytosol. Cette localisation est similaire a celle de la protéine de fluorescence rouge
exprimée individuellement (voir Figure 3.8, démontrant I’expression d’un témoin RFP
exprimé seul). Ainsi, la présence de cette protéine de fluorescence qui lui est fusionnée
pourrait potentiellement masquer la localisation de 1’effecteur et avoir un effet sur son
repliement. La taille de 53 845, se situant aux alentours de 18 kDa est plus petite que celle

de la GFP, se situant environ a 27 kDa. Donc, une nouvelle stratégie a été entreprise afin
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de changer la méthode de détection associé a I’effecteur, afin de réduire I’impact potentiel

de la GFP sur son repliement.

La nouvelle stratégie fut de remplacer la GFP par I’étiquette de détection FLAG,
qui fait approximativement 1 kDa, réduisant I’importance de la molécule de détection lui
¢étant fusionnée. Pour ce faire, un nouveau clonage par la méthode Gateway a été réalisé
avec deux versions de I’effecteur. Une premicre était sous sa forme native et comportait
le peptide signal complet (SPC) et la seconde était sous sa forme mature (MAT), ou en

I’absence compléte du signal d’adressage.

Les constructions, apres la premicre et la seconde recombinaison, ont été envoyés a
un service de séquencage pour valider I'intégrité de I’effecteur et que 1’étiquette FLAG
¢tait bien dans le bon cadre de lecture. Le tout a ensuite été transformé dans A. tumefaciens
afin de poursuivre vers la détection de la localisation de 1’effecteur par le biais de

N. benthamiana.

L’étiquette FLAG n’est pas une molécule pouvant étre détectée en utilisant la
fluorescence, I’effecteur devait étre détecté par le biais d’un anticorps spécifique. En bref,
une lyse des feuilles de N. benthamiana a été réalisée 48 h apres 1’agroinfiltration des
constructions de I’effecteur avec le signal peptide complet et sous sa forme mature.
Ensuite, une centrifugation a été effectuée pour séparer le contenu soluble, se traduisant
par le cytosol, et le contenu insoluble, se traduisant par les grosses organelles tels le noyau,
les mitochondries et les chloroplastes. Les échantillons solubles et insolubles des deux
versions du méme effecteur ont été chargés sur une électrophorése en gel de
polyacrylamide-SDS (SDS-PAGE) et ensuite transféré sur une membrane de PVDF afin
de détecter la protéine d’intérét par Western Bot (Figure 3.6).
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Figure 3.6  Détection de ’effecteur 53 845 sous sa forme mature (MAT) et avec le
signal peptide complet (SPC) par immunobuvardage de type Western.
La détection s’est fait par le biais de I’anticorps a-FLAG de lapin et de
I’a-lapin-HRP polyclonal de chévre.

Il est possible de constater la présence de plusieurs bandes sur la figure 3.8.
Cependant, celles-ci ne correspondent pas au poids moléculaire attendu entre 18 et
20 kDa, indiquant qu’elles sont non spécifiques. Donc, cette analyse par Western Blot n’a

pas permis de déterminer dans quelle fraction I’effecteur 53 845 semblait se retrouver.

En bref, la présence, 1’absence ou la présence partielle du peptide signal n’a pas
semblé avoir d’impact sur la localisation cellulaire finale de 1’effecteur 53 845. Que le
signal peptide soit complet ou partiel, les observations par microscopie confocale
semblent indiquer une localisation nucléocytoplasmique. Les résultats préliminaires

d’immunobuvardage Western n’ont pas permis de détecter I’effecteur.
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3.4 Recherche de la localisation cellulaire de I’effecteur 51 690

Tel qu’observé précédemment, a la figure 3.4, I’effecteur 51 690 semble se retrouver
dans les chloroplastes, et ce, sous la forme de petits points compacts. Afin d’obtenir plus
de renseignements au sujet de sa localisation chloroplastique, un essai de colocalisation
cellulaire avec le marqueur chloroplastique SWIB-6, a été réalisé et est présenté a la

figure 3.7.

A
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Localisation de I’effecteur 51 690-eGFP et de la protéine de référence
SWIB-6-RFP chez N. benthamiana 48 h post-agroinfiltration.

A) Le canal vert représente 1’effecteur fusionné en C-terminal avec la GFP.
Le canal rouge représente la protéine de localisation au nucléoide
chloroplastique et au noyau fusionné en C-terminal avec la RFP.
Le canal bleu démontre I’autofluorescence de la chlorophylle et la
superposition montre I’ensemble des signaux des trois canaux acquis.
B) Graphique de I’intensit¢ lumineuse en fonction du trait tracé sur le
chloroplaste pointé par la fleche blanche dans le canal de superposition.
L’ordonnée représente ’intensité lumineuse observé en unités arbitraires
en fonction de la distance parcourue par le trait, qui est illustrée par
’abscisse.



41

Dans le panneau supérieur gauche, il est possible de constater que 1’effecteur en
fusion avec la GFP est toujours retrouvé sous la forme de points compacts dans le
chloroplaste. La localisation cellulaire de SWIB-RFP, retrouvée dans le cadran supérieur
droite, semble étre similaire a celle de I’effecteur qui est retrouvé dans les chloroplastes.
De plus, SWIB est aussi observée sous la forme d’une masse importante dans le noyau.
Lorsque 1’autofluorescence des chloroplastes ainsi que les canaux de la GFP et de la RFP
sont combings, le signal de 51 690 et de SWIB se superpose. En effet, les points observés
dans les chloroplastes sont jaunes, contrairement au signal observé dans le noyau qui est
demeuré rouge. Ceci indique une colocalisation entre les deux protéines de fluorescence.
Donc, I’effecteur 51 690 semble se diriger au niveau des nucléoides chloroplastiques,
comme indiqué par la colocalisation avec la protéine de référence SWIB. Le panneau B
de la figure 3.7 montre un graphique, mettant en relation I’intensité des longueurs d’onde
en fonction des trois canaux analysés, illustrant que la GFP et la RFP sont bien exprimées
individuellement et selon un niveau d’expression similaire dans les chloroplastes.
Une colocalisation supplémentaire a été réalisée avec 51 690 et avec un autre marqueur
de référence des nucléoides chloroplastiques, WHIRLY-RFP, et démontre un résultat
similaire a celle effectuée avec le marqueur SWIB-RFP (Annexe B). Ces premicres
analyses ont permis de déterminer un sous-compartiment cible ou 1’effecteur semble se
diriger. L’objectif suivant de la caractérisation était de tenter d’établir un partenaire

d’interaction avec I’effecteur et ce dernier s’est décliné en plusieurs étapes.

3.4.1 Optimisation de I’extraction et la purification de chloroplastes

Une fois apres avoir trouvé le compartiment ou se dirige 1’effecteur 51 690,
la recherche de partenaire d’interaction protéique par co-immunoprécipitation (Co-IP)
était I’étape suivante pour sa caractérisation. L’objectif était de vérifier si I’effecteur
pouvait interagir avec les marqueurs disponibles au laboratoire, soit SWIB, WHIRLY et
pEND en fusion avec la RFP. La premicre étape de ce processus a été¢ de réaliser et
d’optimiser une extraction de chloroplastes afin de maximiser le rendement protéique pour
des expériences éventuelles de Co-IP. Le matériel utilisé pour cette premicre expérience

provenait de feuilles de N. benthamiana transformées avec WHIRLY-RFP (Figure 3.8).
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Chlorophylle Superposition

50 pm

Figure 3.8  Visualisation de Dexpression de la protéine WHIRLY chez
N. benthamiana avant ’extraction de chloroplastes.

Le canal rouge représente WHIRLY en fusion C-terminal avec la RFP et
le canal bleu représente I’autofluorescence de la chlorophylle.

La figure 3.8 montre I’expression de la protéine de référence du nucléoide
chloroplastique 48 hpi. Lorsque le canal de la RFP est superposé a celui de
’autofluorescence chloroplastique, il est possible de constater que WHIRLY est bien
retrouvé dans les chloroplastes. L’optimisation de I’extraction des chloroplastes aurait pu
se faire avec du matériel végétal ne contenant pas de marqueur de référence. Cependant,
cette stratégie a été mise de 1’avant afin de vérifier si ’extraction du compartiment
cellulaire venait jouer sur I’intégrit¢é de WHIRLY en fusion avec la RFP ainsi que sa
détection par I’anticorps a-RFP. En faisant cette premicre extraction, 1’objectif était
d’arriver a déterminer le volume idéal a déposer sur gel SDS-PAGE et ainsi optimiser la
méthode de Western Blot et obtenir une bonne détection des protéines de référence en

fusion avec la RFP (Figure 3.9).
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Figure 3.9  Evaluation de la présence de la protéine recombinante WHIRLY-RFP
dans des fractions de chloroplastes solubles et insolubles par
le biais d’une électrophorese en gel de polyacrylamide et par
immunobuvardage a la Western.

A) Gel SDS-PAGE color¢ au bleu de Coomassie de différents volumes de
chargement des extraits de chloroplastes solubles et non solubles.
B) Détection de WHIRLY-RFP par immunobuvardage de type Western.
La détection s’est fait par le biais de I’anticorps a-RFP de souris et de
I’a-souris-HRP polyclonal de chevre.

Une fois I’extraction de chloroplaste terminée, ceux-ci ont été lysés et centrifugés
avant d’étre chargés sur I’électrophorése protéique. Cette manipulation a permis de libérer

les protéines solubles retrouvées dans le stroma ainsi que de concentrer les protéines
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chloroplastiques ancrées a la membrane. L’¢évaluation du contenu protéique des fractions
solubles et non solubles en plus du volume idéal a charger a été réalisée, ce qui est illustré
par le panneau A de la figure 3.9. Un duplicata de ce gel a été utilisé pour faire un transfert
sur membrane de PVDF afin tenter de détecter la protéine WHIRLY fusionné a la RFP
par immunobuvardage de type Western (Panneau B, Figure 3.9). Cependant, aucune
bande n’a été¢ détectée sur la membrane et devant 1’absence de bandes spécifiques, des
essais et optimisations supplémentaires ont été conduits. Ceux-ci n’ont toujours pas
permis d’observer des bandes spécifiques et un marqueur RFP a été cloné par la méthode

Gateway afin de vérifier I’intégrité des anticorps anti-RFP disponibles.

3.4.2 Clonage d’un marqueur RFP

L’amplification du marqueur de référence RFP a été réalisée a partir du vecteur de
référence contenant la protéine SWIB-RFP. Des amorces, spécifiques au géne et contenant
les séquences flanquantes de recombinaison phagique, ont été congues et utilisée pour
amplifier la RFP. Le vecteur final a été transformé dans A. tumefaciens sans envoyer les
constructions au séquencage, car la présence d’erreur dans le clonage aurait été traduite

par une absence de fluorescence en microscopie confocale (Figure 3.10).

Chlorophylle

Superposition

Figure 3.10 Visualisation de I’expression du marqueur RFP chez N. benthamiana
avant son extraction pour la détecter par immunobuvardage de
type Western.

Le canal rouge représente WHIRLY en fusion C-terminal avec la RFP et
le canal bleu représente I’autofluorescence de la chlorophylle.
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Tel qu’observé a la figure 3.10, le marqueur RFP 48 hpi démontre une
localisation nucléocytoplasmique attendue pour ce marqueur de fluorescence. Ces feuilles
transformées ont servi a faire des extractions de protéines totales afin de détecter le
marqueur grace a de nouveaux anticorps et par le fait méme, optimiser la méthode de
détection des protéines en fusion avec la RFP. Les extraits cellulaires ont été chargés sur
une SDS-PAGE avant d’étre transférés sur une membrane de PVDF et détectés par un

nouveau lot d’anticorps anti-RFP (Figure 3.11).
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Figure 3.11 Détection du marqueur 1x-RFP par immunobuvardage de type
Western.

La détection s’est fait grace a 1’anticorps primaire a-RFP de souris et de
I’anticorps secondaire a-souris-HRP polyclonal de chevre.

La membrane, illustrée a la figure 3.11, comprend deux types d’échantillons.
L’extrait brut se compose de ’homogénat des feuilles de N. benthamiana alors que le
soluble, correspond au surnageant de [’extrait brut centrifugé a 16 000 g pendant
10 minutes. Apres avoir fait la révélation avec les anticorps, les différents volumes
d’extraits bruts chargés ne semblent pas contenir la bande d’intérét, ayant un poids
moléculaire de 27 kDa. Or, il est possible d’observer plusieurs bandes lorsque

I’échantillon chargé était soluble. En effet, des bandes de forte intensité sont présentes a
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une hauteur d’environ 25 kDa, ce qui semble se rapprocher du poids moléculaire de la
RFP. La taille moléculaire n’a pu étre confirmée, car les bandes protéiques semblent avoir
migré a retardement lors de I’électrophorese. Il est possible que le poids moléculaire des
bandes, autant pour I’échelle de poids moléculaire que les échantillons, ne soit pas
exacte et précise. Une deuxiéme série de bandes a pu étre observée a une taille
d’approximativement 40 kDa. L’identit¢ de cette bande n’a pas pu étre révélé avec
certitude, mais il est possible qu’il puisse s’agir d’une forme de dimere de la RFP tout
comme il peut aussi s’agir d’une bande non spécifique. La détection par anticorps est
relativement précise, mais il est possible que 1’épitope reconnu par 1’anticorps soit
retrouvé sur une autre protéine générée par N. benthamiana. Cet immunobuvardage
Western semble démontrer en revanche qu’il est possible de détecter la RFP et que
I’optimisation de ces conditions pourrait étre utilisée lors de la recherche hypothétique

d’interactants avec ces effecteurs.

En bref, I’effecteur 53 845, indépendamment de I’intégrité du peptide signal et de
son peptide transit, semble avoir une localisation nucléocytoplasmique. Les analyses,
effectuées dans le cadre des présents travaux, n’ont pas permis d’obtenir des informations
précises au sujet de la localisation cellulaire de 1’effecteur 53 845 outre qu’une localisation
nucléocytoplasmique. L’effecteur 51 690 quant a lui semble étre retrouvé dans les
nucléoides chloroplastiques, comme démontré avec la colocalisation avec la protéine de
référence SWIB-RFP. Malgré ’optimisation de 1’extraction de chloroplastes et de la
détection du marqueur RFP, ceux-ci n’ont pas permis de se rendre jusqu’a I’identification

d’interactants par co-immunoprécipitation.



CHAPITRE IV

DISCUSSION

4.1 Analyse bio-informatiques des effecteurs

La comparaison entre les séquences d’acides aminés des deux effecteurs semble
montrer plusieurs différences clés (Figure 3.1, p. 31). Malgré une identit¢ de 76 %,
une variabilité plus importante est observée dans les 60 premiers acides aminés composant
les deux effecteurs. Cette région, en position N-terminal des effecteurs, est susceptible de
comprendre le signal peptide ainsi que le peptide transit, tel que prédit par le biais du
programme LOCALIZER (Figure 3.2, p. 32). Ces polymorphismes sont peut-&tre a la base
de leurs localisations cellulaires divergentes, car il a ét¢ démontré que les peptides transits
des effecteurs de M. larici-populina sont fortement homologues a ceux des protéines
retrouvées chez ses hotes (Lorrain et al., 2019; Lorrain et al., 2018). Ainsi, la spécificité
du peptide transit est peut-étre a la base du mécanisme de translocation de 1’effecteur chez
son hote spécifique. Il est important de mentionner que I’effecteur 51 690 est plus
fortement exprimé chez le peuplier alors que 53 845 quant a lui est plus fortement exprimé
chez le méleze. Donc, ces polymorphismes ont peut-étre un impact sur la localisation
finale des effecteurs et les mécanismes de leur import cellulaire doivent étre élucidés pour

arriver a prédire leurs localisations finales (Petre et Kamoun, 2014).

Des analyses supplémentaires ont été réalisées afin de tenter d’identifier des
domaines conservés par le logiciel InterPro (Zdobnov et Apweiler, 2001), mais devant
I’absence de résultats, des analyses avec des logiciels se concentrant sur la détection de
domaines précis ont été réalisées. Tel qu’observé a la figure 3.3 (p. 33), les logiciels ayant
fournis des résultats pour un seul des effecteurs sont iDNA-Prot (Lin et al., 2011),
DNABIND (Mrazek et Kypr, 1992) et GYM 2.0 (Gao et al., 1999; Narasimhan et al.,
2002). Ces programmes ont permis d’évaluer selon plusieurs algorithmes différents que

I’effecteur 51 690 aurait le potentiel d’interagir avec de I’ADN. Malgré I’homologie entre
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les deux effecteurs, 51 845 n’a pas montré de résultats laissant entrevoir une possibilité
qu’il contienne un domaine de liaison a I’ADN. Ainsi, il est possible que leurs fonctions
cellulaires dans le processus d’infection soient complétement différentes et que malgré

leur grande homologie, 53 845 n’interagisse simplement pas avec I’ADN.

4.2 Localisation cellulaire de I’effecteur 53 845

La recherche de la localisation de I’effecteur 53 845 a été effectuée par plusieurs
méthodes. La premiére analyse, impliquant 1’effecteur 53 845 sans peptide signal et en
fusion avec la GFP, a montré une localisation nucléocytoplasmique. Cette localisation,
similaire a celle de protéine de fluorescence rouge (RFP) exprimée transitoirement dans
N. benthamiana, pourrait ne pas €tre sa vraie localisation cellulaire, car la grosse protéine
fluorescente qui lui est attachée pourrait interférer avec celle-ci (Figure 3.10, p. 44).
La taille de ’effecteur étant inférieure a celle de la GFP, soit de 18 kDa contre 27 kDa,
peut expliquer un biais au niveau de sa localisation in planta. En effet, la fusion d’une
protéine de fluorescence a une protéine d’intérét peut entrainer un mauvais repliement de
la part des deux protéines. Ce phénoméne peut méme conduire jusqu’a la baisse notable
de la fluorescence mesurée d une construction donnée (Evanko, 2006). Avant de remettre
en doute la performance de la GFP, des tests impliquant I’intégrité¢ du peptide signal de
I’effecteur ont été réalisés (Figure 3.5, p. 36). Ces nouvelles constructions n’ont une fois
de plus pas conduit a la localisation chloroplastique prévue par le logiciel LOCALIZER
et une fois ces essais complétés, un changement de la méthode de détection a été jugé

pertinent afin de rechercher la localisation cellulaire de 1’effecteur 53 845.

Malgreé les essais de Western Blot avec 1’effecteur en fusion avec 1’étiquette FLAG,
aucun résultat concret n’a pu étre obtenu. Cependant, plusieurs optimisations pourraient
étre mises de I’avant afin d’en obtenir. Les premiers aspects a optimiser se trouvent
au niveau de la détection des deux versions de I’effecteur par Western Blot. Comme les
protéines recherchées avaient un faible poids moléculaire, une augmentation de la
concentration d’acrylamide dans le gel de séparation, passant de 12 % a 18 %, pourrait

accroitre la résolution des protéines de faible poids moléculaire. Cette premiére
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modification pourrait permettre d’améliorer la précision en lien avec la
détermination du poids moléculaire expérimental des deux versions de I’effecteur.
Ensuite, des optimisations supplémentaires pourraient étre apportées au niveau de la
détection par I’anticorps spécifique a I’étiquette FLAG. Lors de I’essai présenté, plusieurs
bandes non spécifiques de poids moléculaire allant de 30 a 100 kDa ont été observées
(Figure 3.6, p. 38). Ce phénomeéne pourrait étre expliqué par une concentration trop grande
de I’anticorps primaire, pouvant avoir un impact direct sur sa fixation sur bandes
protéiques non spécifiques. Ainsi, une concentration plus faible de 1’anticorps a-FLAG
aurait pu avoir accroitre sa sélectivité et lui permettre de se fixer spécifiquement sur les
effecteurs (Mahmood et Yang, 2012). En effet, lors des essais réalisés, la concentration
de I’anticorps primaire était de 1 : 1000 et des dilutions de cette solution auraient pu étre
réalisées. Ces optimisations pourraient €tre conduites avec des extraits protéiques
contenant les deux versions de I’effecteur en plus d’un marqueur commercial FLAG afin

de valider la bonne concentration d’anticorps a utiliser pour la suite des manipulations.

Apres ces modifications, si des bandes non spécifiques avaient encore été observées,
il serait possible de faire varier le temps d’incubation avec [’anticorps primaire.
Dans I’essai présenté, ’incubation s’était déroulée pendant toute une nuit et les bandes
détectées n'avaient pas le bon poids moléculaire, signifiant une liaison avec des protéines
non spécifiques. La membrane pourrait étre incubée pendant des périodes allant d’une a
quatre heures et des ringages supplémentaires pourraient étre faits afin de s’assurer que
les anticorps liés non spécifiquement soient délogés. Malgré ces modifications au
protocole, si les effecteurs n’avaient toujours pas été observés, un test supplémentaire
pourrait étre exécuté. En effet, la région d’intérét de la membrane pourrait étre excisée et
cette partie uniquement pourrait aurait pu étre mise en contact avec 1’anticorps primaire.
Cette portion de membrane, comportant uniquement les protéines de faible poids
moléculaire, aurait permis de déterminer avec certitude si I’effecteur était bien retrouvé

dans les extraits protéiques obtenus.

La deuxieme forme d’optimisation qui aurait pu €tre apportée pour la détection de

I’effecteur par Western Blot est en lien avec I’expression protéique chez N. benthamiana.
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En effet, une fois que le transfert de I’ADN-T a été médié par 4. tumefaciens, les transcrits
d’ARNm pourraient étre rapidement dégradés par un systeme de silencing post
transcriptionnel et peut donc avoir un impact sur le niveau d’expression de la protéine
recherchée (Ahlquist, 2002; Norkunas et al., 2018). Lors de 1’essai présenté, les protéines
ont ¢été extraites a partir de feuilles de N. benthamiana ayant été transformées 48 h plus
tot. 11 est donc possible que I’expression des protéines recombinantes ne fit pas optimale.
Donc, des extractions protéiques faites a partir de feuilles transformées 18 h, 24 h, 36 h et
méme 72 h post-agroinfiltration pourraient étre utilisées. Comme ces versions des
effecteurs n’étaient pas en fusion avec une protéine de fluorescence, il était impossible
d’évaluer le niveau d’expression de ceux-ci. Ces modifications au protocole de détection
de D’effecteur 53 845 sont celles immédiates qui pourraient étre apportées afin de
détecter I’effecteur dans des extraits cellulaires provenant de feuilles transformées de

N. benthamiana.

4.3 Localisation cellulaire de I’effecteur 51 690

La recherche de la localisation cellulaire de I’effecteur 51 690 a été principalement
réalisée par des expériences de microscopie confocale (Figure 3.7, p. 40; Figure Bl,
p. 76). Lors de celles-ci, il fut possible d’observer la présence de 1’effecteur dans les
nucléoides chloroplastiques confirmé par le biais des constructions de référence SWIB et
WHIRLY en fusion avec la RFP. Le panneau B de la figure 3.7 (p. 40) illustre précisément
la colocalisation entre I’effecteur et SWIB au moyen de I’intensité lumineuse relevée selon
les trois canaux enregistrés. Il est possible de déterminer que 1’organelle analysée
correspond au chloroplaste, car I’intensité de la chlorophylle de la structure analysée est
¢levée. De plus, les canaux de la GFP et de la RFP sont contenus dans le chloroplaste,
car ils sont retrouvés dans la méme zone graphique que la chlorophylle. De plus, leurs
pics individuels sont de force similaire au niveau de 1’ordonnée et sont retrouvés a des
emplacements similaires dans le chloroplaste, indiqué par I’abscisse des graphiques
analysés. Cette premiere analyse ne permet pas cependant de déterminer que les protéines
interagissent ensemble. Or, il est possible d’affirmer qu’elles sont retrouvées dans le

méme sous compartiment chloroplastique, soit au niveau des nucléoides. Une fois cette
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information obtenue, 1’objectif était de déterminer si I’effecteur interagissait avec une des

trois protéines de référence du nucléoide chloroplastique, soit SWIB, WHIRLY ou pEND.

La premicre étape de la recherche d’interaction de I’effecteur avec une protéine de
référence a été de purifier des chloroplastes a partir de plants de N. benthamiana
transformés avec la construction WHIRLY-RFP. Avant de commencer les extractions,
une vérification de 1’expression de la protéine d’intérét a été¢ faite par microscopie
confocale (Figure 3.8, p. 42). Comme I’expression de WHIRLY a été jugée adéquate, les
manipulations d’extraction, de purification des chloroplastes ainsi que la détection de la
protéine d’intérét ont été réalisées. Tel que présenté a la figure 3.9 (p. 43), il fut possible
de charger les échantillons de chloroplastes solubles et non solubles sur deux SDS-PAGE
identiques et de faire une coloration au bleu de Coomassie avec le premier et faire un
transfert sur membrane avec le deuxiéme afin de détecter WHIRLY-RFP avec un
anticorps 0-RFP. Le gel SDS-PAGE a permis de déterminer que 20 uL d’échantillon
permettait d’avoir une bonne quantité de protéines autant au niveau de la fraction soluble
que de la fraction insoluble. Cependant, peu importe le volume chargé au préalable,
aucune bande n’a été observée sur la membrane, et ce, malgré les différents essais réalisés.
L’ absence de la bande recherchée correspondant au poids de la protéine WHIRLY-RFP
et ainsi que 1’absence d’un témoin positif de la RFP a fait en sorte qu’un nouveau clonage

a été mis de 1’avant.

Une fois que le clonage et I’observation de 1’expression du marqueur RFP ont été
réalisés (Figure 3.10, p.44), des échantillons d’extrait cellulaire selon des volumes
variables ont été analysés par Western Blot avec un nouveau lot d’anticorps primaires
a-RFP (Figure 3.11, p. 45). Cette fois, des bandes ont été observées dans les différents
volumes testés selon des poids moléculaires d’approximativement 25 kDa et 40 kDa.
Comme I’échantillon comportait uniquement de la RFP, il est possible qu’un dimeére ait
été détecté, mais la présence d’une bande non spécifique pourrait €tre aussi probable.
Tel que décrit précédemment, il est plausible qu’une concentration d’anticorps primaire
trop ¢élevée soit la cause de la révélation de ces bandes non spécifiques (Mahmood et Yang,

2012). Or, cette premiére analyse a permis de confirmer qu’un volume de 20 uL
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d’échantillon était optimal pour une détection robuste de la RFP. De plus, le marqueur
¢tant fonctionnel aurait pu étre intégré a raison de controle positif dans des essais
subséquents de la détection des protéines de localisation du nucléoide chloroplastique en
fusion avec la RFP. Toutes ces informations et optimisations auraient pu servir a comparer
si I’extraction de chloroplaste permettait d’accroitre le rendement de protéine de référence

comparativement a une extraction protéique a partir des cellules enticres.

4.4 Perspectives de recherche et avancée du projet

Toutes les manipulations qui ont été réalisées sont des informations et des
optimisations préalables a I’obtention de réponses permettant de caractériser les effecteurs
de M. larici-populina. En effet, plusieurs perspectives de recherche peuvent découler du
présent projet. Une fois la détection de 1’effecteur 53 845, avec le signal peptide complet
et sous sa forme mature en fusion avec I’étiquette FLAG, des réponses en lien avec sa
localisation cellulaire in planta pourraient étre obtenues. Si I’effecteur peut étre détecté
dans un extrait cellulaire brut de maniere spécifique, des centrifugations différentielles
pourraient étre réalisées afin de tenter de déterminer si I’effecteur entre dans un
compartiment cellulaire ou s’il reste dans le cytosol. De plus, des essais de colocalisation
avec des marqueurs cytosoliques pourraient aussi étre réalisés. Notamment, les protéines
Argaunaute-1 (AG-01) (Leung et al., 2006) et SUPRESSOR OF GENE SILENCING 3
(SGS3) (Mourrain et al., 2000) en fusion avec la RFP sont disponibles au laboratoire.
AG-01 est présente dans les granules de stress et dans les processing bodies (PBs) dans le
cytosol, qui sont des organelles impliquées dans la réponse au stress oxydatifs,
osmotiques, aux chocs de température et méme lorsque la traduction est inhibée chez
I’hote (Anderson et Kedersha 2006; Leung et al., 2006). SGS3, quant a elle, est impliquée
dans les mécanismes de silencing post transcriptionnel chez les plantes tel
Arabidopsis thaliana. Ce silencing consiste en la dégradation des ARNm étrangers,
affectant ainsi leur expression chez leurs hotes et détient aussi un rdle dans la résistance
aux virus chez les plantes (Mourrain et al., 2000). Ces hypothéses pourraient peut-étre

permettre d’obtenir plus d’informations au sujet de I’effecteur 53 845.
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Les perspectives de recherche en lien avec I’effecteur 51 690 sont aussi multiples.
Tel que déterminé précédemment, la localisation cellulaire de ce dernier est connue et il
semble se diriger au niveau des nucléoides chloroplastiques. Comme il fut possible de
détecter le marqueur RFP par le biais d’'un Western Blot, des nouveaux essais de détection
par Western Blot des protéines SWIB, WHIRLY et pEND en fusion avec la RFP
pourraient étre effectués. Si leur détection est possible, des essais de Co-IP entre eux et
I’effecteur fusionné a la GFP pourraient é&tre réalisés. Si toutefois aucune des
trois protéines interagissent avec ’effecteur, un échantillon de la co-immunoprécipitation
pourrait étre envoy¢é a un service de séquencgage protéique et cette méthode pourrait
permettre d’établir une liste d’interactants candidats (Free et al., 2009). Ces expériences
pourraient peut-étre permettre d’obtenir plus d’informations en lien avec 1’effecteur

51 690 et s’il possede un role dans 1’infection causé par la rouille du peuplier.



CHAPITRE V

CONCLUSION

L’effectoromique et la caractérisation biochimique classique des effecteurs sont des
facteurs clés dans I’¢lucidation des maladies causées par de nombreux pathogenes.
Le but visé par la présente étude était de caractériser les effecteurs 51 690 et 53 845 du
champignon biotrophe Melampsora larici-populina. Le premier objectif, étant de
déterminer si le couple d’effecteur se dirigeait vers le méme compartiment cellulaire par
le biais d’outils bio-informatique a ét¢é atteint. En effet, les prédictions semblaient indiquer
que les deux protéines fongiques contenaient un signal de localisation au niveau du
chloroplaste. De plus, les prédictions de motifs de liaison a I’ADN ont montré que 51 690
semblait contenir un domaine de liaison a I’ADN alors que 1’effecteur 53 845, qui lui est

fortement homologue, n’a montré aucune probabilité d’en contenir.

Le deuxieme objectif de cette étude, qui fut de déterminer si la localisation in planta
reflétait bien la prédiction in silico, a été atteint. Lors d’essais de microscopie confocale
avec les effecteurs en fusion avec la GFP, il fut possible d’établir que 1’effecteur 51 690
se dirigeait bien au niveau des chloroplastes et était retrouvé sous la forme de points
compacts. Cependant, I’effecteur 53 845 a montré une localisation nucléocytoplasmique,
ce qui différait des prédictions bio-informatiques et de la localisation cellulaire observée
pour I’effecteur 51 690. Ainsi, un troisiéme objectif indépendant pour chacun des
effecteurs a été établi. Pour ce qui était de 53 845, la vérification de I’impact de 1’intégrité
de son signal peptide a été mis de 1’avant. Lorsque ce dernier a été cloné sous sa forme
comprenant le signal peptide complet et sous une autre forme avec son signal peptide
partiel, sa localisation in planta s’est avérée inchangée. Pour ce qui est de 51 690,
des essais de colocalisation avec des marqueurs de référence au niveau des nucléoides
chloroplastique ont été mis de 1’avant. Ces expériences ont permis de déterminer que la
protéine fongique semble se diriger au niveau de ce sous-compartiment. En revanche,

ces analyses n’indiquent pas que I’effecteur interagit avec des protéines de cette structure
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et des analyses supplémentaires pourraient étre effectuées afin d’établir une liste
d’interactants candidats. Toutes ces expériences ont permis de démontrer que la
caractérisation d’effecteurs est importante afin de comprendre au niveau moléculaire
comment ces petits peptides spécialisés arrivent a causer des maladies, et idéalement,

arriver a les arréter.
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ANNEXE A

AMORCES UTILISEES AU COURS DES CLONAGES GATEWAY
DE L’EFFECTEUR 53 845 ET DU MARQUEUR RFP

Nom des amorces

Séquence de nucléotides (5' — 3"

Tm (°C)

Taille (pb)

3353-SPC-Forward-ATTBI

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGC
TCACAATGAATCGTCTGCCTACC

61

27

3353-SPP-Forward-ATTBI

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGT
GCGCCATTGCACTTCTACTAGTC

61

27

3353-Reverse-ATTB2

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACGT
GTAGGTGCAGAGGACATCGTTCATC

62

28

3353-SPC-FLAG-F-ATTBI1

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGAT
GCTCACAATGAATCGTCTGCCTACC

61

27

3353-MAT-FLAG-F-ATTBI

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGAT
GGCTAACCTTGCACAATCTCGCGCC

65

27

3353-FLAG-R-géne

CTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCCGTG
TAGGTGCAGAGGACATCGTTCATC

62

28

ATTB2-StopCodon-FLAG-R

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTTA
CTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCGATGTCATGAT
CTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTC

53

31

ATTBI-RFP-F

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAAT
GGCCTCCTCCGAGGACGTCATCAAG

65

27

ATTB2-RFP-R

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTTA
GGCGCCGGTGGAGTGGC

65

21

Noir : portion spécifique au géne a amplifier
Rouge : portion de recombinaison du systéme Gateway
Vert : portion spécifique au tag FLAG




Figure B1

ANNEXE B

COLOCALISATION DE L’EFFECTEUR 51 690 AVEC
LA PROTEINE DE REFERENCE WHIRLY-RFP

Chlorophylle Supeosition

Localisation de D’effecteur 51 690 et de la protéine de référence
WHIRLY chez N. benthamiana 48 h post-agroinfiltration.

Le canal vert représente I’effecteur fusionné en C-terminal avec la GFP,
le canal rouge représente la protéine de localisation au nucléoide
chloroplastique et au noyau fusionné en C-terminal avec la RFP et le canal
bleu démontre I’autofluorescence de la chlorophylle.



ANNEXE C

CARTES DES PLASMIDES 3353-SPC/SPP-GFP ET
3353-SPC/MAT-FLAG UTILISES POUR LA RECHERCHE
DE LA LOCALISATION DE L’EFFECTEUR 53 845
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Cartes des constructions utilisées pour évaluer la localisation cellulaire

de Peffecteur 53 845 avec son signal peptide complet (SPC) et son
signal peptide partiel (SPP) en fusion avec la GFP.

(9936) PSPOMI

(7611 PspOMI Apal (o
(9755) Xbal
) 1

(9744) KpA - TspMI - Xmal
(5740) AccBS1
(9549) Bsu36T
(5527) Sept

(5263) Atel
(3203 KNT- Poutl
‘ (5050) Aart FOR
101) (3026) FapAT
iy (6534) Pyl Spet (522
(8399) ANITE (8824) AnIX PshAT (1096)
(3704) MaubT (2623) Maust
St (1631)
Ecosata (1855)
1657}
! HindZIz (1369
(7e59) Bstemt ) Bsten Pmel (1936)
3353-SPC-FLAG in pB7GW2 I 3353-MAT-FLAG in pB7WG2
9840 tp w765 bp
(7195) Hpal (7120) Hpal N

Past (1455)

o)
(5924) Mart
(5923) Mast
(s532) Agel
(5451) EcoNT

(s022) Beiw1

Figure C2

Past (3394)
(6047) Bstzi71

Cartes des constructions utilisées pour évaluer la localisation cellulaire

de ’effecteur 53 845 avec son signal peptide complet (SPC) et sans son
signal peptide (MAT) en fusion avec I’étiquette FLAG.



