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Résumé

La bactérie de type PGPBurkholderia phytofirmans souche PsJN, est capable de
coloniser le systéme racinaire de la vigne et fflesdir jusqu’aux feuilles, inflorescences et
baies. Mes travaux de these ont permis de miewactEaiser cette interaction. Nous avons
tout d’abord montré que le contact de cellules dgnev avec la bactérie induit une
alcalinisation du milieu, une expression de géreséfense, une accumulation de composés
phénoliques et des bursts oxydatif et nitrique. @ssltats démontrent que cette bactérie est
percue par les cellules de vigne, cette perceptiogendrant une modification de son
immunité. Par ailleurs, l'interaction entre la sbed®sJN et la vigne confere a la plante une
protection vis-a-vis de certains stress. Afin deuwicaractériser cette protection, nous avons
analysé la mise en place de composés de défensmpemse a des stress biotiqiBot(ytis
cinerea) ou abiotique (exposition a 4°C) dans des vitmofdaentierement colonisés par la
bactérie.

Les plants bactérisés montrent une tolérance etwérsid (4°C). Cette protection est
associée a la potentialisation de I'expressionateg impliqués dans les réponses de défense
(Cbf4, Lox, PAL, STS et certains codant des protéines PR). Parallelermae accumulation
de proline, ainsi qu’une activation plus rapide sigstemes de détoxification de B, et des
aldéhydes (marqueurs de la peroxydation des lipitesabranaires) ont été observées.

Par ailleurs, il a été démontré gBiephytofirmans souche PsJN protege la vigne contre
B. cinerea. L'étude de I'expression de plusieurs genes derd&f Lox, PAL, STS 17.3 et
ceux codant certaines protéines PR) n’'a pu révél@otentialisation de leurs expressions,
celles-ci étant méme parfois moins induites chezvioplants entierement bactérisés. Par
contre, cette protection a été associée a une adatiom plus importante de phytoalexines
(resvératrol et-viniférine).

Ces travaux démontrent donc que la relation bénéfaui s’établit entre la vigne et la
souche PsJN, se manifeste par une protection ctetfoid (4°C) ouB. cinerea via le
phénomene de potentialisation. Cependant, des tatsubréliminaires montrent que la
présence de la bactérie localement semble étraateufr déterminant pour I'établissement de
la résistance dans la mesure ou aucune protectiatrecces stress n'a été obtenue en

condition systémique.

Mots clés: vigne, Burkholderia phytofirmans souche PsJN, PGPR, défense, choc fr8aolrytis cinerea,
potentialisation.
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Abstract

The PGPRBurkholderia phytofirmans strain PsJN is able to colonize grapevine roots
and to diffuse to leaves, inflorescences and keerridhe present work aimed to better
characterize this interaction. Firstly, our resudl®wed that interaction between grapevine
and this bacterium induced a medium alcalinizatidafense gene expression, phenolic
compound accumulation, nitric oxide and hydrogeroxide productions. This demonstrated
that strain PsJN was locally recognized by the tptatis, which triggered plant immunity
modifications. Interaction between grapevine anadistPsIJN also confers to the plant a
protection against several stresses. In order tterbeharacterize this protection, induced
defense responses were analyzed in fully bactentaatlets submitted to biotidB6trytis
cinerea) or abiotic (exposure at 4°C) stress.

The bacterium induced a protection against colesstrThis protection is correlated
with priming of some stress-related gene express{obf4, Lox, PAL, STS and some coding
for PR proteins). An accumulation of proline, andaster activation of KD, and aldehyde
(lipid peroxidation markers) scavenging systemsevadso observed.

Moreover, it was demonstrated tHat phytofirmans strain PSJN protects grapevine
againstB. cinerea. Analysis of defense-related gene expressitwog, (PAL, STS 17.3 and
some coding for PR proteins) showed no priming tdirt expressions, which was even
sometimes less induced in bacterized plantlets.eNlesless, the observed protection was
correlated with a higher phytoalexin accumulati@syeratrol and-viniférin).

Thus, this work demonstrated that the beneficikti@nship between grapevine and
strain PsJN induced a protection against cold expogl°C) orB. cinerea attacks, which was
correlated with priming phenomenon. Neverthelessg]impinary studies showed that the
presence of strain PsJN locally seemed to be aortam factor for resistance establishment,

since no protection against these stresses wasvellsa a systemic context.

Key words: grapevine Burkholderia phytofirmans strain PsIJN, PGPR, defense, cold strEsf;ytis cinerea,
priming.
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Liste des abréviations

ABA : acide abscissique

ACC : acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique
acd : accelerated cell death

AFP : protéine anti-froid

AlA : acide indole-3-acétique

AJ : acide jasmonique

AOC : appellation d’origine contrélée
AS : acide salicylique

BABA : acidep-amino-butyrique

BCA : biocontrol agent

BTH : ester S-méthyl de l'acide benzo-(1,2,3)-
thiadiazole-7-carbothioique

BR : brassinostéroides

CBF : cold binding factor

CK : cytokinines

COl : coronatine insensitive

DAMP : dammage-associated molecular pattern
DAPG : 2,4-diacétylphoroglucinol

dnd : defense, no death

EDS : enhanced disease susceptibility
EIN : ethylene insensitive

ET : éthyléne

ETI : effector-triggered immunity

ETR : ethylene receptor

ETS : effector-triggered susceptibility
FAD : fatty acid desaturase

FAO : forme active de I'oxygene

GA : gibbérellines

INA : acide 2,6-dichloroisonicotinique
ISR : résistance systémique induite
JAR : JA-resistant

JIN : JA-insensitive

LOX : lipoxygénase

LPS : lipopolysaccharides

LTP : lipid transfert protein

MAMP : microbial-associated molecular pattern

MAP : mitogen-activated protein
MAPK : MAP kinase

MAPKK : MAPK kinase
MAPKKK : MAPKK kinase
MeJA : méthyl jasmonate
NADPH :
phosphate

nicotinamide adénine dinucléotide
NahG : salicylate hydroxylase

NO : oxide nitrique

NPR1 : non-expressor of PR-1

OGM : organisme génétiquement modifié
OPDA : acide 12-oxo-phytodienoique

OPR : OPDAéductase

PAD : phytoalexin deficient

PAL : phénylalanine ammonia-lyase

PAMP : pathogenic-associated molecular pattern
PDF1.2 : défensine (PR-12)

PGPB : plant growth-promoting bacterium
PGPF : plant growth-promoting fungus

PGPM : plant growth-promoting microorganism
PGPR : plant growth-promoting rhizobacterium
PGPY : plant growth-promoting yeast

PIN : inhibiteur de protéase (PR-6)

PR : pathogenesis-related

PRR : pattern-recognition receptor

PsJN :Burkholderia phytofirmans souche PsJN
Pst : Pseudomonas syringae pv. tomato

PTI : PAMP-triggered immunity

RH : réaction d’hypersensibilité

SAR : résistance systémique acquise

SAU : surface agricole utile

SID : salicylic-acid-induction deficient

STS : stilbéne synthase

UV : ultraviolets

VOC : composé organique volatile
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| Sous-genre Euvitis | | Sous-genre Muscadinia |
| Espéces américaines | | Espéces euro-asiatiques | | Espeéces asiatiques |
V. riparia «<—1— V. rupestris V V. romaneti «—t—» V. amurensis
V. vinifera
V. labrusca «—— ... V.armata «—L—»
cv. chardonnay <—— cv. pinot meunier

cv. pinot noir «——» -

Fig. 1: Classification systématique de I'esp&ggs vinifera L. parmi la famille de¥/itaceae (Planchon, 1887 ;
Huglin & Schneider, 1998).
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Fig. 2: Morphologie du cep de vigne (Petit, 2008).
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1-La vigne

1.1-Présentation botanique

La vigne, Vitis sp., est une angiosperme dicotylédone appartendatfamille des
Vitaceae, anciennement connue sous le némpelideae (Planchon, 1887). Cette famille,
associée aukRhamnaceae et Leeceae, forme 'ordre des Rhamnales (Chadefaud & Emberger
1960). LesVitaceae sont en majorité des plantes ligneuses ou herbaotas certaines sont
des arbustes a tiges sarmenteuses (Hellman, 2083yenreVitis comprend deux sous-
genresMuscadinia et Euvitis (Fig. 1). La plupart des vignes cultivées appartet au sous-
genre Euvitis, qui comprend lui-méme 3 groupes . américain, -@siatique et asiatique
sensus stricto. L'espéceVitis vinifera, présente en Europe et Asie occidentale, se sigbdin
milliers de variétés, appelées cépages ou cultigalisrésultent de croisements naturels ou de
sélection. Ces cépages se caractérisent notamraefgspqualités aromatiques et gustatives
de leurs baies et par leur mode de consommatiaisinrde table, raisin de cuve ou raisin sec
(Reynier, 2003).

Suite aux attaques du puceron phylloxéra en Eugope fin du XIX™ siécle, le
greffage de la vigne a été instauré par l'utiisatde porte-greffes issus de plants américains
naturellement résistants a cette maladie (Rey@@03). Le porte-greffe produit donc le
systeme racinaire qui colonise le sol tout au ldegsa vie, tandis que le greffon (partie
supérieure du cep) est constitué d’'un tronc quiisese en bras portant des bois de taille
(sarments ; Fig. 2). Ces derniers donneront naitgsardes rameaux feuillés qui pourront étre
fructiferes (producteurs d’inflorescences aboutissa I'apparition de grappes apres

fécondation) ou non.

1.2-L’'importance de la filiere vinicole et du cham@agne

La culture de la vigne couvre de nos jours pré8 dellions d’hectares dans le monde,
pour une production annuelle moyenne denviron 3@ftllions d’hL de vin
(www.vitisphere.com, données 2010). La majorité dames cultivées se concentre en
Europe (63% du vignoble mondial), la France étanpremier producteur de vin au niveau
mondial (www.vitisphere.com, données 2009). En €eara viticulture est une composante
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Tableau 1 Exemples de maladies de la vigne (d’aprés wwusitie.com). Remarque : la coulure peut étre
également due a une taille prématurée ou trop i@mpta, un sol trop fertile ou un apport trop impott

d'engrais et un mauvais choix de porte-greffe.

Type Maladie Agent responsable Description
— Broussin Agrobacterium tumefaciens tumeurs et excroissance de tissus (aprés blessure)
EEETER Nécrose bactérienne Xylophilus ampelinus destruction des organes en voie de croissance
Pourridié Armillaria mellea, Rosellinianecatrix  affaiblissement des souches atteintes (mort en 2-3 ans)
Excoriose Phomopsis viticola éclatement des bois
Eutypiose Eutypa lata raccourcissement des entre-noueds, nanisme des rameaux ...
Oidium Uncinula necator nécroses noires, éclatement des baies
mycoses Mildiou Plasmopara viticola tache jaunatre sur la face supérieure, feutrage blanc sur la face inférieure
Pourriture grise Botrytis cinerea duvet gris sur les baies avec ramolissement des baies
Stereum hirsutum, Phellinus ignarus,
ESCA/BDA Botryosphaeria obtusa, Botryosphaeria mort des rameaux et du tronc par rupture de la circulation de la séve
dothidea parva et stevensii
Court-noué entre-nceuds courts ou doubles, jaunissement des feuilles
viroses Enroulement non maturation des baies
Marbrure échec au greffage, perturbation de larhizogénése des jeunes plants

mycoplasmoses

Flavescence dorée

Scaphoideus titanus (insecte vecteur)

coloration du feuillage, mort des inflorescences, bois non ou mal aotté

Bois noir Hyalesthes sp (insecte vecteur) enroulement, desséchement, colaration des organes herbacés
Phylloxera Viteus vitifoliae mort rapide du pied par destruction des racines
Erinose Colomerus vitis boursouflures (face supérieure des feuilles), feutrage blanc (face inférieure)
RS Altise Haltica lythri feuilles en dentelle
Mouche du vinaigre Drosophila funebris fab parasite de blessure, forte odeur acétique au niveau des dommages
Carence en fer formation incorrecte de la chlorophylle
Carence en Bore coulure et millerandage
carences Carence en Calcium sensibilitt aux insectes piqueurs, mauvaise tenue des fruits
. chute tres importante du nombre de baies, formation défectueuse des
Carence potassique - ) N o P
sucres, retard de maturité, mauvais aolitement, résistance au gel réduite
Gréle destruction des récoltes
accidents Gelées destruction des récoltes en fonction du cycle de développement
climatiques Coulure dessechementde la fleur non fécondée ou du jeune raisin
Millerandage mauvais développementdes grains causé par une fécondation incompléte
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majeure de l'agriculture puisque, bien qu’elle wope que 3,2% de kurfaceagricole utile
(SAU), elle représente 17% de la valeur de la prodnagricole (www.viniflhor.fr, données
2006).

En Champagne, plus de 33 000 ha sont consacréscaltiae de la vigne pour
I’élaboration d’un vin blanc effervescent de reno@eninternationale : le champagne. Ce vin
fait I'objet d’'une appellation d’origine contrOl§AOC) et représente un chiffre d’affaires
d’environ 3,4 milliards d’euros pour 350 millionse doouteilles vendues chaque année
(www.union-maisons-champagne.fr, données 201@stlimajoritairement élaboré a partir de
3 cépages : Chardonnay, Pinot Meunier et Pinot noir

1.3-L esmaladiesdela vigne

Comme toutes les plantes, la vigne est soumisettadue de nombreux agents
pathogenes qui sont responsables de diverses emléfableau 1). Elle peut ainsi étre
attagquée par des virus (GFLV pour ‘Grapevine fanMeus’, Closterovirus sp...), des
mycoplasmes (transmis par des insectes vecteursmeomta cicadelle), des bactéries
(Xylophylus ampelinus, Agrobacterium vitis...), des champignons Bétrytis cinerea,
Plasmopara viticola, Eutypa lata...) et des ravageurs (acariens, nématodes et is3eCette
plante est également sensible aux conditions dijumes et aux apports en ions et en minéraux
(Tableau 1). Dans le cadre de mes travaux de rgobenous nous sommes intéressés plus
particulierement aux réponses de la vigne lorstpiedt attaquée p&:. cinerea ou exposée a

un stress froid (4°C).

1.3.1-Lapourrituregrise

Cette maladie est causée par le champignon népham. cinerea (famille des
Euascomyceétes, classe des Leotiomycetes, formaugmsexLa forme sexuéddtryotinia
fukeliana) est rarement rencontrée dans la nature. Ce clgaomi mondialement répandu, a
la particularité de pouvoir infecter de nombreysiasites, ce qui engendre des pertes pouvant
atteindre 20% des récoltes mondiales (tetaal., 2004).

19



Fig. 3: Baies de vigne infectées [Buotrytis cinerea (www.altervino.free.fr).

Photoinhibition

Changement de conformation > o N
~  Altération de la photosynthese

des protéines, déstabilisation
des complexes protéiques

T Diminution des activités enzymatiques
‘Chilling’ AN
l Accumulation de FAOs

Rigidification
membranaire
Dépolymérisation Fuite membranaire

du cytosquelette
Structures 2™ des ARNs

‘Freezing’ » Formation de glace
Déshydratation
—— Fuxdeau
Choc osmotique/
v

Rupture membranaire » Mort cellulaire

Fig. 4: Dommages engendrés par les basses tempérafk&s : formes actives de I'oxygene (d'aprés
Ruellandet al., 2009).
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Chez la vigneB. cinerea est responsable de la pourriture grise des bé&ies 8),
maladie aboutissant a des pertes de récolte impesta(Pezeet al., 2004). Les pertes
different d’'une année sur l'autre en fonction deaditions climatiques, mais elles peuvent
atteindre les 40% certaines années (Viniflor, desr#Z06). De plus, il a été démontré que la
pourriture grise affecte la qualité des vins. Efetefelle provoque une diminution de la
moussabilité ainsi qu’une altération de leurs qésalbrganoleptiques (Darriet al., 2000 &
2001 ; Marchakt al., 2002). En France, chaque année, plusieurs cestde millions d’euros
sont dépensées pour lutter contre ce seul agehbgeie. Tous les organes peuvent étre
infectés, mais les fleurs et les baies sont learmg les plus sensibles. L'infection des fleurs
est méme considérée comme une étape clé dansdimpigement de la maladie au niveau des
fruits (Pezetet al., 2004). Le champignon peut infecter les infloesses précocément au
cours de la saison culturale, entrer en phasetdeda pour ne se développer gu’au moment
de la maturation des baies (Kelktral., 2003). La contamination s’étend ensuite par Bmp
contact entre les baies contaminées et les bamsss@ladet al., 2004 ; Pezedt al., 2004).

En revanche, sur de rares terroBsgcinerea peut étre a I'origine de la pourriture noble qui

permet d’obtenir des vins plus liquoreux (Sauter@egeaux du Layon...).

1.3.2-Lestress froid

L’exposition des plantes a de basses températatdsie des stress abiotiques les plus
fréquents. Certaines plantes y sont sensiblestrdsawnt développé des mécanismes de
défense leur permettant de minimiser les dégatastmenés. Toutefois, pour certaines
especes vegetales, le froid est nécessaire pouirenth floraison (Alexandre & Hennig,
2008) ou la germination (Finch-Savage & Leubnerzget, 2006).

Il existe deux types de stress froid : lehdling » (température supérieure a 0°C) et le
«freezing » (température inférieure a 0°C). Une expositiomeadeure des plantes a des
températures sub-optimales modérées permet d’augmienir tolérance par le phénomene
d’« acclimatation ». Dans ce cas, de nombreuses modifications pbgsimes ou

moléculaires ont été observées (Thomashow, 19%8nnGsamyet al., 2007).

Les dommages causeés aux plantes par le froid soigsv(Fig. 4). Des températures
négatives (« freezing ») provoquent la formatiorcdstaux de glace aux niveaux extra- ou/et

intracellulaires (selon l'intensité du froid), ceaixpouvant occasionner la mort des tissus. De
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maniere générale, un froid moins intense (« clglb) engendre une rigidification des
membranes, une accumulation #AOs (pour Formes Actives de |Oxygéne’), des
modifications dans la conformation des protéinésl¢ac des perturbations dans l'activité des
complexes enzymatiques) et une perturbation dehtdopynthese (Ruellanet al., 2009 ;
Theocharis, 2010). Les FAOs sont responsablesraeclivation d’enzymes, la peroxydation
des lipides (impliqués dans la fluidité et la ritgdmembranaires), la dégradation de protéines
et I'altération de 'ADN (Ruellandt al., 2009).

En réponse au froid, la croissance de la vigne rendement et sa photosynthese sont
affectés (Buttrose, 1969 ; Hendricksaral., 2003 & 2004 ; Ait Barkat al., 2006 ; Bertamini
et al., 2006). Plusieurs nuits froides (5-10°C) suceessi peuvent méme inhiber
completement la photosynthése et des températufi@seures a 15°C peuvent entrainer un
retard de la floraison (Bertamirgt al., 2006). Le processus d'acclimatation au froid se
manifeste chez la vigneia une accumulation d’amidon, de proline et de corépos
phénoliques (Ait Barkat al., 2006).

2-La résistance naturelle des plantes

Les plantes ont toutes le potentiel de se défeswite & un stress grace a un systeme
de défense complexe impliquant des défenses aaingd (résistance passive) et des

défenses induites (résistance active).

La résistance passive peut s’expliquer par lediaét le microorganisme est incapable
de franchir les barrieres protectrices externesvélyétal (structure de la paroi, qualité et
quantité de cires et cuticules) ou rencontre ddstances antimicrobiennes naturellement
présentes en I'absence de stress (phytoanticipiDesplus, I'agent pathogéne, apres avoir
pénétrer dans la plante, peut ne pas s’y dévelappause d’'une inadéquation physiologique
préexistante chez I'hnéte, permettant a celui-cingepas étre reconnu comme hoéte par le

micro-organisme ou d’empécher ce dernier d’exesoarpouvoir pathogene.
Dans la résistance active, I'agent pathogéne coroenarse développer dans la plante,

mais l'infection est stoppée par la mise en plaealidpositifs de défenses non préexistants

chez I'hnéte. Dans cette premiére partie, les vdiessignalisation des réponses de défense,
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Fig. 5: Principaux événements caractérisant la misdameple la résistance des plantes.
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depuis la perception du stress en passant partdesstde transduction des signaux, pour
aboutir aux réactions de défense seront présefiaps).

2.1-Perception des stress abiotiques

Les mécanismes de perception des stress abiotsursencore en partie méconnus.
Lors d’'un excés de lumiére, des récepteurs phosddes, comme par exemple les
phototropines, les néochromes et les cryptochronmd, capter I'information et transmettre
le signal (Liet al., 2009). Selon le rayonnement (longueur d’ondeftains de ces récepteurs
peuvent également intervenir lors de radiationslgsmultraviolets YV) : les phytochromes
pour la lumiere rouge, les cryptochromes et lesqihapines pour la lumiéere bleue et les UV-
A, et il semblerait que des récepteurs (encore témadgnés) soient impliqués dans la
perception des UV-B (Brosché & Strid, 2003 ; Regs010).

En revanche, dans le cas d’'un stress hydriquey ealid'une exposition a de basses
températures (‘chilling’ ou ‘freezing’), la présenade récepteurs n'‘a pas encore été
démontrée. Il semblerait que ce soit plutbt lesitkegausés par ces stress qui seraient détectés
par la plante et engendreraient I'activation desan&smes de défense (Knight & Knight,
2001 ; Verslues & Zhu, 2005 ; Walley al., 2007). Par exemple, la plante va percevoir le
froid via les modifications de la fluiditt membranaire, tamulation de FAOSs, la
réorganisation du cytosquelette ou la modificatierla conformation des protéines (Knight &
Knight, 2001 ; Walleet al., 2007 ; Ruellanét al., 2009).

2.2-Reconnaissance de I'agent pathogéne

Tout comme les animaux, les plantes sont capalelesabnnaitre le non-soi et le soi
modifié, ainsi que d’'induire des mécanismes de risfeen réponse aux attaques d’agents
pathogenes (Chisholat al., 2006 ; Jones & Dangl, 2006 ; Nurnberger & Kenlmgr 2009).

2.2.1-PTl ou immunité primaire

Chez les végétaux, limmunité innée primaire (Fi§.A) est basée sur la

reconnaissance d®AMPs (pour ‘PathogenicAssociatedMolecular Pattern’), éléments
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agent pathogene avr, ——— avr, ——— avf,

héte RRL, —— R, —— R,

Fig. 7: Modéle clé-serrure représentant les évolutianBadjent pathogene et de la plante héte dansde ae
'ETI. R : protéine de résistance présente chezldate hote ; avr : protéine d'avirulence présafitez I'agent
pathogene ; | : réaction incompatible (non apparitie la maladie) ; C : réaction compatible (apjmaride la
maladie) ; ETI : effector-triggered immunity.
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structuraux caractéristiques des agents pathogpaesesPRRs (pour ‘PatternRecognition
Receptor’) de la plante. Cette reconnaissance db@diinduction de 1aPTI (pour PAMP-
Triggeredlmmunity’ ; Jones & Dangl, 2006 ; Boller & Felix, @@ ; Postel & Kemmerling,
2009). Cependant, dans la mesure ou de tellestigtescexistent également chez les micro-
organismes non pathogenes, le terMAMPs (pour ‘Microbial-AssociatedMolecular
Pattern’) semble plus approprié (Mackey & McFall,08Q Jourdaret al., 2008). De plus,
certains produits de dégradation de la paroi dast@s (fragments d’oligogalacturonide, de
cellulose ou des monoméres de cutine), appBlA8IPs (pour DammageAssociated
Molecular Pattern’), peuvent aussi initier la PTIl (Postel & rKmerling, 2009). Une
description de certains MAMPs et DAMPs est présedans le paragraphe 3.2.3.

2.2.2-ETIl ou immunité secondaire

Pour contrecarrer cetté'lligne de défense, certains agents pathogénesapables
de sécréter des effecteurs qui vont inactiver IBRR$ ou bloquer le signal qu’ils émettent
(Fig. 6.B). La plante est alors dans un ét&T® (pour Effector-TriggeredSusceptibility’) :
la réaction est dite compatible (la plante estibém®t 'agent pathogene est virulent) et la
maladie se manifestera. Les premiers effecteuremigvidence ont été les protéines AvrPto
et AvrPtoB (Heet al., 2006). Par contre, lorsque les effecteurs seabrmus, 'immunité
mise en place par la plante est alors app&€E (pour ‘Effector-Triggered I mmunity’,
immunité secondaire ; Fig. 6.C; Jones & Dangl, 0®oller & Felix, 2009 ; Postel &
Kemmerling, 2009). Elle résulte d’'une adaptation ldeplante aux nouvelles techniques
d’attaques mises en place par chaque agent path@jerst donc en permanente évolution.
L’ETI repose en fait sur le concept ‘clé-serrurei ‘géne pour gene’ . a chaque protéine
d’avirulence avr’ chez le microbe correspond une protéine de @sist R’ chez la plante.
Dans ce cas, la réaction est dite incompatibl@l@ate est résistante et I'agent pathogéne est
avirulent), et la maladie ne se développera pasisDaus les cas, la plante et I'agent
pathogene évoluent, ce qui leurs permet d’assategrdurvie (Fig. 6.D ; Fig. 7 ; Yarg al.,
1997 ; Rathjen & Moffett, 2003 ; Kauffmamhal., 2009).
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2.3-Les événements précoces

La perception du stress va engendrer l'activatian rdponses précoces et la
transduction du signal au niveau intracellulaira.durvie de la plante dépendra de la vitesse
et de I'efficacité de leur mise en place (KnighKfight, 2001 ; Garcia-Brugget al., 2006 ;
Zipfel, 2009).

2.3.1-Les flux ionigues

La perception du stress est suivie par une phoglation/déphosphorylation des
protéines membranaires qui engendre des flux iesidinflux de C& et d’H, efflux de K
et CI ; Atkinsonet al., 1996 ; Yanget al., 1997 ; Garcia-Brugge al., 2006).

Le calcium est I'un des seconds messagers majharsles plantes. Il a été clairement
établi que [l'ouverture des canaux calciqgues estispmthsable aux flux d’ions
transmembranaires et I'induction de réponses dendéf(Nurnbergest al., 1994 ; Atkinson
et al., 1996 ; Fauriet al., 2009). L'augmentation intracellulaire des iona’‘Cactive par la
suite une cascade AP (pour MitogenActivated Protein’) kinases MMAPK s) qui va
activer différents facteurs de transcription, pdtarg ainsi I'induction de I'expression de

genes impliqués dans les réponses de défensectikiezs al., 2009).

Des études pharmacologiques indiquent que les raaaloniques jouent un réle
important dans I'activation de nombreux événemeantiuits par les éliciteurs ou les
pathogenes, notamment la production de FAOs, Vatiin de MAPKs et I'activation
transcriptionnelle de genes de défense (éahls, 1997 ; Ligterinket al., 1997 ; Wendehenne
et al., 2002). En effet, 'une des fonctions des cananigraques des plantes serait l'initiation
ou I'amplification de la dépolarisation de la meare plasmique qui active a son tour des
canaux calciques voltage-dépendants, responsablese daugmentation de la [E&
intracellulaire (Wardet al., 1995). De plus, la dépolarisation de la membrplasmique
induite par les efflux d’anions pourrait activersdefflux de K via des canaux potassiques de

la membrane plasmique, la sortie deékant accompagnée d’une perte d’eau.
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L'influx de H* va enfin provoquer une alcalinisation du miliedragellulaire qui est

toxique pour les agents pathogénes (Gerber & DUR&34 ; Daviegt al., 2006).

2.3.2-Les MAPs kinases

La voie des MAPKSs est une voie intracellulaire aesisle a la transduction du signal
apres la perception d'un stress (biotigue ou alpiefj, qui permet d’acheminer le signal
depuis la surface des cellules (récepteurs) jusquiayau (Colcombet & Hirt, 2008 ;
Pitzschkeet al., 2009). Cette voie se caractérise par des cascameessives d’activation de
kinases : l'activation d’'une MAPK kinase kinasklIAPKKK ) induit la phosphorylation
d’'une MAPK kinase MAPKK ) sur les résidus sérine et thréonine, qui va reiene
phosphoryler une MAPK sur les résidus tyrosindnggdnine (Fig. 8). La MAPK ainsi activée
active certains facteurs de transcription ou mpgela suite dans le noyau ou pour influer sur
divers phénomenes : la production de FAOs et desagess secondaires, I'expression de
genes impliqués dans les réponses de stresanetriaellulaire (Fig. 8 ; Xiong & Zhu, 2001 ;
Pedley & Martin, 2005 ; Pitzschletal., 2009 ; Rodriguegt al., 2010).

Chez l'arabette, plus de 110 génes codant la deseMAPKs ont été identifiés : 20
codant des MAPKs, 10 des MAPKKs et plus de 80 désPKKKs (Colcombet & Hirt,
2008). Parmi les MAPKs identifiées, seules troiatsmpliqguées dans les mécanismes de
défense : MPK3, MPK4 et MPK6. Alors que MPK4 régnégativement la signalisation a la
suite d’'un stress biotique, MPK3 et MPK6 sont dediateurs positifs des réponses de

défense.

2.3.3-Les formes actives de I'oxygéne (FAOS)

La perception d'un stress s'accompagne égalementadproduction de FAOs
(Chinnusamyet al., 2004 ; Fujitaet al., 2006 ; Torrest al., 2006). Les principales formes
étudiées dans les interactions plante-agent patieoggnt I'anion superoxyde £0, le radical
hydroperoxyle (H@"), le peroxyde d’hydrogendH(O,, forme la plus stable) et le radical
hydroxyle (OH). Plusieurs enzymes interviennent dans la biosyntdedeAOs au niveau de
'apoplasme et de la membrane, notamment NEDPH-oxydases (pourNicotinamide
AdénineDinucléotidePhosphate’) et les peroxydases. Les NADPH-oxydaadgipent a la
synthése d'@ et d’HO,, leur production générant un ‘burst oxydatif (Ger & Dubery,
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2004 ; Mitlleret al., 2004 ; van Looret al., 2008). L’accumulation de FAOs s’effectue en 2
phases successives, mais seule la seconde eswésbders de réactions incompatibles
(Levine et al., 1994). Ce burst est lui-méme impliqué dans iNation des MAPKSs, le
renforcement des parois cellulaires, la mise eoeptke la réaction d’hypersensibilitlRH) et
I'expression de genes de défense, tout en ayanactnaté cytotoxique directe vis-a-vis des
micro-organismes (Fig. 9 ; Ne#t al., 2002 ; Chinnusamsgt al., 2004 ;Garcia-Bruggeret
al., 2006). Chez la vigne, 'inhibition des NADPH-alases par I'application de diphényléne
iodonium abolit la production de FAOs lorsque lesllutes sont élicitées par des

oligogalacturonides ou rhamnolipides (Agtzl., 2004 ; Varniegt al., 2009).

En complément de ce ‘burst oxydatif, une accumaoiate monoxyde d’azotéNQ),
générant un ‘burst nitrique’, a également été dérgen celle-ci pouvant favoriser la RH
(Delledonne, 2005). Il peut également interveningdé modification de protéines par S-
nitrosylation qui est impliquée dans les procesgasrésistance des plantes aux agents
pathogenes (Feechanal., 2005 ; Honget al., 2008). D’ailleurs, l'infiltration d’inhibiteursle
la formation de NO conduit & une diminution de gno¢s S-nitrosylées et a une plus grande

sensibilité de la plante a des agents pathogeresatement avirulents (Delledonne, 2005).

2.3.4-Les événements précoces chez la vigne

Les événements précoces chez la vigne ont primcipait été étudiés lors de la
stimulation des mécanismes de défense par deteat®itf paragraphe 3.2.3.4).

2.4-Les réponses de défense

A la suite d’un stress, les événements précoces désiencher la mise en place de
réponses de défense au niveau local : RH, renfawcenes parois cellulaires, synthese de

protéines antimicrobiennes ou de molécules permtattaréduire les dégats occasionnés.

2.4.1-La réaction d’hypersensibilité (RH)

La RH se caractérise phénotypiquement par une mort l@ielu programmée
rapidement mise en place par la plante suite &taeption d’un agent pathogene ou d’un
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stress abiotique. Elle se manifeste dans la (leule(s) atteinte(s), ce qui permet de
restreindre l'invasion et ainsi d’éviter la contamtion des tissus sains environnants. De
nombreuses études ont montré que la RH est géagtant contrélée, notamment au niveau
des locusacd (‘acceleratectell death’ ; Greenbergt al., 1994 ; Van Baarlest al., 2007) et
dnd (‘defenseno death’ ; Yuet al., 1998 ; Clouglet al., 2000). CheA. thaliana, les mutants
acd2 présentent des nécroses spontanées typiques @®bheen l'absence d'un agent
pathogene (Greenbeeyal., 1994), tandis que les mutaxttl ont perdu la capacité d’'induire
la RH (Yuet al., 1998).

La RH est particulierement efficace pour luttertcerme nombreux agents pathogénes
(virus, bactéries, nématodes et champignons), ir&iété démontré qu’elle est insuffisante si
les agents pathogénes sont de type nécrotropheglidtak, 2005). En effet, ces derniers sont
capables de vivre sur des tissus morts, et il ptposé qu’ils pourraient méme induire la
RH pour leur propre profit (Govrin & Levine, 200@Govrin et al., 2006 ; Garcioret al.,
2007). D’ailleurs, des mutants développant une &#ite ou réduite sont généralement plus
résistants &. cinerea, tandis que ceux ou la RH est accélérée sont ggusibles (Van
Baarlenet al., 2007). Cependant, la RH n’est pas systématigoen#ressaire au processus
de résistance. Les mutants d'arabettel, qui ont perdu la capacité d’induire la RH,
développent un large spectre de résistance auxtsagmEthogenesia une production
constitutive plus importante d’acide salicyliqQuAS) et une induction plus forte de
I'expression de genes codant des protéiPRs(‘ Pathogenesifkelated’ ; Jurkowskiet al.,
2004 ; Gengeet al., 2008).La RH est également impliquée dans les réponsegfdase de
la plante lors de stress abiotiques, notammentdans stress par les UV (Danon & Gallois,
1998 ; Danoret al., 2004).

La RH est stimulée et régulée par les flux ionig(sestout le C&), les FAOs (HO,
et NO) ou I'AS et elle est souvent associée a ladyetion de phytoalexines et au
renforcement des parois cellulaires (Lecouriegixal., 2002 ; Garcionet al., 2007).
Cependant, I'HO, n’est pas obligatoirement nécessaire pour sorigtaiment (Dorewt al.,
1999 ; Hirasawat al., 2005).
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2.4.2-Le renforcement des parois cellulaires

Pour la plupart des agents pathogenes, la parétaiegconstitue le premier obstacle a
franchir. Ainsi, il n’est donc pas étonnant que péentes renforcent cette barriere structurale
en réponse a leurs attaques (Garadbral., 2007). Parmi les principales substances qui
viennent renforcer la paroi, on peut citer les &itians pariétales, la callose et la lignine.

Les appositions pariétalessont des structures riches en composés phénolguies
s’accumulent au niveau du site d’infection, provagfuune réorganisation du cytosquelette, et
sont souvent associées a la résistance (McLasky., 1999). Lacallose (B-1,3-glucane)
s’accumule au niveau et autour du site de penétraiour former des papilles. Son réle est de
restreindre le développement (barriére physiquég ptogression du champignon pathogéne,
notamment par l'arrét des échanges nutritionneteede site d’infection et le reste de la
plante (Garcioret al., 2007). L’accumulation ou la production de cadl@sété observée dans
des plants d’arabette résistants aux attaqueBednospora parasitica et Albugo candida
(Soylu et al., 2003 & 2004) ou apres traitements par des élicst (Zimmerliet al., 2000 ;
Ton et al., 2005). Chez la vigne, un traitement par le BAR#ide 3-amino-butyrique)
permet d’augmenter le dépbét de callose lors d'attaq par Plasmopara viticola
(Hamiduzamaret al., 2005). Le processus dignification consiste en une accumulation de
lignine sur l'intégralité de la paroi de la (ledllale(s) infectée(s) ou a proximité du site
d’infection. La lignine intervient dans la formatiau xyleme et du sclérenchyme et elle est
synthétisée pendant le développement de la pl&gpendant, son accumulation est plus
importante a la suite de stress biotiques ou a@jie (Heitefuss, 2001 ; Hawkins & Boudet,
2003), ou il a été noté que sa composition diftétai celle produite lors de conditions non-
stressantes (Lang# al., 1995 ; Stanget al., 2001). Il semblerait donc que la synthese de

lignine soit régulée par différentes voies de digaton.

2.4.3-Les phytoalexines

Plus de 300 molécules ont été identifiees commet élas phytoalexines a partir de
900 especes de plantes représentant 40 familléss Beuvent étre classées selon leur
structure ou leur voie de biosynthése. Les strestpeuvent étre majoritairement liées a un
taxon ou communes a plusieurs especes veégétalesexBmple, les sesquiterpenes sont

présentes chez les solanacées, et les stilbéniegrednits par la cacahuete, la vigne et le pin.
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Cependant, une méme plante peut synthétiser ditEsephytoalexines comme par exemple
le riz qui en possede 16 (Garcieral., 2007).

2.4.3.1-Voies de biosynthese

Le nombre de voies principales de biosynthése dgsoalexines est plutét faible
compte-tenu de la grande diversité des moléculeg. (F0). Il existe 4 familles de
phytoalexines : les phénylpropanoides, les tergi@soies polykétides et les indoles soufrées
(Fig. 10). La plupart de ces molécules appartidatfamille des phénylpropanoides. Le point
de départ de cette voie est la catalyse de la jpdlénine en acidérans-cinnamique par la
phénylalanine ammonia-lyasePAL). Plusieurs classes de phytoalexines, dont les
coumarines, les flavanoidesq la chalcone synthase) et les stilbengs Ia stilbéne synthase
(STY9)), sont issues de ce composé. Le métabolismetillesngs a récemment été décrit par
Chonget al. (2009). sont d’autres familles de phytoalexines.

2.4.3.2-Implication dans les réponses de défenses

Plusieurs études ont mis en évidence la produc®mphytoalexines a proximité du
site d’attaque de I'agent pathogene (Hatial., 1993 ; Verhagest al., 2010). Toutefois, elles
ne sont pas forcément requises pour la résistaans tbus les pathosystemes. En effet,
I'incorporation chez le tabac du gene codant la p&®net d’augmenter sa résistance contre
B. cinerea (Hain et al., 1993), phénomeéene également observé chez la @apaytre
Phytophthora palmivora et dans d’autres modéles plante/agent pathogenee{Zth., 2004 et
références citées dans cet article). Par contoejreurésistance n’a été observée pour d’autres
pathosystemes, notamment chez le kiwi et le paufffiebayashiet al., 2000 ; Giorcelliet
al., 2004). De méme, des mutapesl3 (‘phytoalexin deficient’ type3) d’arabette, déficients
en synthése de camalexine (phytoalexina. dhaliana), sont plus sensibles Alternaria
brassicicola que les plantes sauvages, alors que leur set&silpbur d'autres agents
pathogenes n’est pas affectée (Thorneinal., 1999b). Enfin, la synthese des phytoalexines
peut également étre induite en réponse a des sthBsBques ou des traitements par des
éliciteurs (Chonget al., 2009). Par exemple, chez la cacahuete, une adatiom de
resveératrol (phytoalexine de type stilbene) a dgeovée a la suite de radiations UV et de
blessures, mais aussi apres traitement par I'A&idé jasmoniqugAJ) et I'éthéphon
(composé éthylénique ; Chusgal., 2003 ; Tangt al., 2010)
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Tableau 2: Les différentes classes de protéines PR. LTipid transfert protein; nd : non déterminé ; PR :
pathogenesis-related (d’aprés van Lebal., 2006b ; Selst al., 2008).

Protéine PR Membre type Activité enzymatique Cible
PR-1 tabac PR-1a inconnue nd
PR-2 tabac PR-2 B-1,3-glucanase glucanes de paroi
PR-3 tabac P, Q chitinase de type | a VII chitine de paroi
PR-4 tabac R chitinase de typel, Il chitine de paroi
PR-5 tabac S osmotine membrane
PR-6 tomate, inhibiteur | inhibiteur de protéase nd
PR-7 tomate P69 endoprotéase nd
PR-8 concombre, chitinase chitinase de type VIl chitine de paroi
PR-9 tabac 'lignin-forming peroxidase' Péroxydase nd
PR-10 persil, PR1 RNase nd
PR-11 tabac chitinase de type V chitinase de type | chitine de paroi
PR-12 radis Rs-AFP3 défensine membrane
PR-13 arabette THI2.1 thionine membrane
PR-14 orge LTP4 LTP membrane
PR-15 orge OxOa (germine) oxalate oxydase nd
PR-16 orge OXOLP oxalate oxydase-like nd
PR-17 tabac PRp27 inconnue nd
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2.4.3.3-Les phytoalexines de la vigne

Les phytoalexines de la vigne appartiennent dalsse destilbénes Le resvératrol est
la principale phytoalexine de la vigne mais il ddns également un précurseur pour d’autres
composés antimicrobiens tels que la viniférinegitérostilbene (Jeandstal., 2002 ; Chong
et al., 2009 ; Donneet al., 2009). Le resvératrol est synthétisé constiautignt dans le bois
(phytoanticipine) mais il s’accumule significativent dans les feuilles et les baies a la suite
d'un stress (Donnert al., 2009). L'expression des gen&§S, catalysant la synthése de
resvératrol a partir d'une molécule de p-coumaryACet 3 molécules de malonyl-CoA
(Chonget al., 2009), ainsi que la synthese de stilbenes gsahiites chez la vigne apres
I'attaque d’agents pathogenes d’origine fongigue tpie Erysiphe necator (Schneeet al.,
2008), Plasmopara viticola (Adrian et al., 1997) etB. cinerea (Bézier et al., 2002).
L'incorporation d’'un géne codant une STS a d'aidepermis d’accroitre la production de
resvératrol dans les plantes transgéniques de \{Bae et al., 2008) et une meilleure
résistance de vitroplants vis-a-vis Blecinerea (Coutos-Thévenatt al., 2001). Leur synthése
peut également étre induite par les UV ou les mominium (Chonget al., 2009). Sur des
cultures cellulaires traitées par du méthyl jasneifdeJA), Tassonkt al. (2005) et Belhad;
et al. (2008b) ont observé une production accrue deestds, ceci étant corrélé a 'induction
de PAL et STS aux niveaux transcriptomique et o Sur des feuilles, le MeJA et
I'éthéphon produisent les mémes effets, ce qui @tbauune protection contre l'agent
responsable du mildiou (Belhagtjal., 2006 & 2008a). Ces résultats démontrent dondajue
biosynthése des stilbenes est régulée par les démndantes de I'AJ et I'éthylerteT).

2.4.4-Les protéines PR

2.4.4.1-Classification

Des protéine®R (pour ‘PathogenesifRelated’) sont produites par la plante a la suite
de divers stress (Tuzun & Somanchi, 2006). Ces osggpont été initialement décrits chez le
tabac suite a l'infection par le virus de la moseiglu tabac (Gianinazet al., 1970 ; van
Loon & van Kammen, 1970). Depuis, 17 familles det@ines PR ont été identifiées chez de
nombreuses especes végétales (Tableau 2). Elleslasaées selon leurs structures et leurs
activités biologiques (Edreva, 2005 ; van Labal., 2006b ; Selst al., 2008).
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La majorité des protéines PR possede des actiaidismicrobiennes. Les [3-1,3-
glucanases (PR-2) ainsi que les chitinases (PRR34,PPR-8 et PR-11) sont capables de
dégrader les parois fongiques (Tuzun & SomancliR0A celles-ci s’ajoutent les osmotines
(PR-5) qui perturbent la perméabilité membranaies dgents pathogénes (Vigetsal.,
1992 ; Hu & Reddy, 1997 ; van Loon, 1997), les liteurs de protéases (PR-6) qui bloquent
les protéines digestives et/ou les effecteurs algeht pathogéne (Lorite al., 1994 ; Selst
al., 2008), ainsi que les endoprotéases (PR-7) gaiesg impliquées dans la dissolution des
parois cellulaires microbiennes (van Loeh al., 2006b). Les peroxydases (PR-9) sont
impliquées aussi bien dans le métabolisme de lfeugt la biosynthése de I'ET que dans la
formation de lignine (Lagriminiet al., 1987). Les N-glycosidases (PR-10) inhibent la
synthese protéique chez les agents pathogenege(&tal., 1992). Les défensines, thionines
et LTP (pour Lipid TransferProtein’), respectivement PR-12, PR-13 et PR-14sgdent
des activités antifongiques, parfois antibactémsnrvoire méme insecticides pour les
défensines (van Loon & Strien, 1999 ; Wijastaal., 2000 ; van Looret al., 2006b ; Selst
al., 2008). Chez les monocotylédones, des PR-15 el@Pét également été caractérisées.
Elles sont a l'origine d'HO, cytotoxique pour les agents pathogénes et peuwelnire
directement ou indirectement les réactions de défele la plante (Donalds@hal., 2001 ;

Hu et al., 2003). A ce jour, seules les familles des PRrhiges en évidence chez le tabac,
'orge et le blé) et des PR-1 sont encore de fonctnconnue (Alexandeet al., 1993 ;
Nidermanet al., 1995 ; van Looret al., 2006b).

2.4.4.2-Les protéines PR de la vigne

Chez la vigne, de nombreuses protéines PR ontétdifiees, notamment dans les
feuilles, mais également dans d’autres organes @lambaies ou les racines. Elles peuvent

étre synthétisées constitutivement ou induitessai@ d’un stress.

Indépendamment d’'une infection, les osmotines {baumatin-like’, PR-5) peuvent
s’accumuler dans les feuilles et les baies en cdermaturation et peuvent étre corrélées a
'augmentation de la teneur en sucre des baiesefFatlet al., 1997 ; Salzmast al., 1998 ;
Monteiro et al., 2003). Certaines d’entre-elles possedent une factivité antifongiquen
vitro enversB. cinerea, Phomopsis viticola et E. necator (Salzmaret al., 1998 ; Monteircet
al., 2003).
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Un peptide antimicrobien VWAMP1, appartenant a dnifle des défensines (PR-12), a
récemment été isolé dans des baies en cours deat@iu(de Beer & Vivier, 2008). Ce
peptide présentein vitro, une activité antifongique vis-a-vis d8 cinerea, Fusarium
oxysporum et Verticillium dahliae. 1l pourrait ainsi participer a la défense consivie de la

baie.

Lors d'un stress biotigue ou d'un traitement pas ddiciteurs, la synthése de
nombreuses protéines PR peut étre induite. Plssimaformes de chitinases acides et
basiques, dont le rdle est de dégrader la chitommposé essentiel de la paroi des
champignons), ont été isolées dans différents gigBerckelet al., 1996 & 1998). Leur
synthese est stimulée par une application d’AS @ biessure ainsi qu’en réponse a une
infection par des agents pathogenes (Derekal., 1996 ; Busanet al., 1997). Par exemple,
la chitinase 1b (VvChit 1b, PR-3) est exprimée dessfeuilles lors de l'infection pas.
cinerea, mais pas lors de l'interaction avecsyringae pv. pisi (organisme non-hoéte ; Robert
et al., 2002). Kortekamp (2006) suggére que les PR-BRe# sont des marqueurs de la
résistance &. viticola chez la vigne. Certaines chitinases possedent m@&metro, une
activité antifongique enveiB. cinerea et Guignardia bidwellii, champignon responsable de la
pourriture maculée (‘Black rot’ ; Salzmahal., 1998).

Des -1, 3-glucanases (PR-2), responsables de la dégnadies glucanes de la paroi des
champignons, ont été isolées dans les feuillesgi®Egn998). Une étude a montrévitro un
effet synergique entre des chitinases et des ghasesnextraites de feuilles sur I'inhibition du
développement des spore&dhecator (Giannakiset al., 1998).

Des LTPs (PR-14) ont eégalement été décrites. Lgpression est induite par I'ergostérol
(éliciteur d'origine fongique) et 'AJ (Gomeéat al., 2003). Certaines isoformes peuvent
inhiber la germination des spores Becinerea in vitro (Gomeset al., 2003). Des RNases
(PR-10) ont aussi été isolées dans les feuillemd®Re 1998 ; Robert, 2001) .Il a été
démontré que les transcrits de PR-10 et PR-14 whaglent significativement lors de
I'interaction incompatibleigne-P. syringae pv pisi (bactérie non-héte ; Robesttal., 2001).
Enfin, des PR-1, de fonction encore inconnue, tédtrétrouvées dans des feuilles infectées
parOidium tuckeri (Repkaet al., 2000).

Les protéines PR ne sont pas seulement induitedelment, elles peuvent aussi étre
induites de maniére systémique, ceci étant asso@éesistance systémique acquiSSAR)

ou a larésistance systémique induit¢lSR) (cf paragraphe 2.6).
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Fig. 11: Dommages engendrés par les basses températuiess réponses de défense mises en place par la
plante. FAOs : formes actives de I'oxygene ; AFPsotéines anti-froid (d'apres Ruellagdal., 2009).
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2.4.5-Les autres réponses de défense lors d’'un ssroid

D’autres composés ou phénomenes physiologiques soptiqués dans les
mécanismes de défense induits en réponse au (Fagd 11) :

v" Modification de la composition des membranesUne désaturation des
lipides qui permet de rendre les membranes plusdefl une augmentation des
phospholipides et une diminution des monogalactlsgylglycérols ont été observées
(Ruellandet al., 2009).

v' Facteurs de transcription ou genesspécifiques des réponses suite a un stress
froid. Par exemple, les gen&OR (‘cold regulated’),LTI (‘low-temperature induced’), ou
KIN (‘cold induced’) sont induits significativementrdales heures suivant I'exposition au
froid (Thomashow, 1999). Chek thaliana, les facteurs de transcription de la famille des
CBF (‘Cold Binding Factor’ ; CBF1-3) régulent notamment I'expressiors @gnesCOR
(Mahajan & Tuteja, 2005; Chinnusamst al., 2009). Récemment, le gene€BF4,
correspondant &BF1 chezA. thaliana, a été isolé spécifiquement chez la vigne en r&pan
une exposition de la plante aux basses tempéraiias et al., 2008). Son expression étant
induite précocement dans touts les organes degleeviles les premiéres heures suivant le
début du stress, ce géne semble donc étre un exicelarqueur moléculaire spécifique d’'un
stress froid chez la vigne.

v' Protéines de stressL’accumulation de protéines hydrophiles a ét§darent
démontrée en réponse au froid. Ces protéines comgné notamment (i) ledéhydrines
dont le réle est de prévenir la déstabilisation desmbranes, et (ii) leprotéines
chaperonnesqui stabilisent la conformation des ARNs (Ruellastdal., 2009). De plus,
certaines protéineBR, notamment les chitinases et les glucanases, peégalement étre
induites lorsque les plantes sont soumises a deeddempératures (‘chilling’ ou ‘freezing’ ;
Honet al., 1995 ; van Loon & Van Strien, 1999 ; Huang & Daim2002). Selon le type de
stress, elles seront donc classées en protéinegeanAFPs pour ‘anti-freeze proteins’;
Griffith & Yaish, 2004) ou en protéines PR (van bo& Van Strien, 1999). Les AFPs sont
secrétées dans I'apoplasme et se lient irréversiié a la surface de la glace, ce qui permet
d’abaisser la température de congélation des tissus

v' Sucres De nombreuses études ont révélé une accumuld¢®sucres solubles
en réponse au froid, notamment les galactinolinage, glucose et fructose (Ruellagidil.,

2009 ; Theocharis, 2010). Leurs accumulations omr préle de modifier le potentiel
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osmotique, d'abaisser le point de congélation amst de compenser la perte en eau
(Ruellandet al., 2009).

v' Proline. Elle agit sur la stabilisation des protéineses thembranes, I'acidité
du cytosol, sert de réserve en C et N et est impégdans le processus de détoxification des
FAOs. Son accumulation est due a une augmentai®adynthése et une diminution de sa
dégradation (Ruellang al., 2009 ; Theocharis, 2010).

v’ Glycine bétaine Elle permet de réduire la diminution de [Iactivit
photosynthétique du photosysteme 1l (PSIl), stadila transcription et la traduction et induit
I'expression d’enzymes antioxydantes (Ruelland., 2009).

v Polyaminesdont le role est de protéger les fonctions du physie@me, des
systemes de détoxification des FAOgcatalases, superoxyde dismutases, ascorbate
peroxydase, vitamine E)et des pigments photosynthétiques (xanthophylles et
anthocyanines ; Ruellaratial., 2009).

2.5-Les molécules de signalisation

Les molécules de signalisation interviennent dansignalisation intercellulaire (Fig.
5), c’est-a-dire qu’elles vont diffuser le signatié par la cellule stressée aux cellules voisines

et méme au reste de la plante.

Les principales molécules impliquées dans les meces de résistance sonAS$,
I'AJ et 'ET (Fig. 12 ; Pieterse & van Loon, 1999 ; GlazebrddQ1 ; Thommat al., 2001).
L’acide abscissique ABA), les brassinostéroidesBR), les cytokinines @K), les
gibbérellines GA) et/ou l'auxine AIA : acide indole-3acétique) peuvent également
intervenir dans la résistance mais leur réle njgst encore bien défini car moins étudié
(Pieterse & van Loon, 2007 ; Lopet al., 2008 ; Shah, 2009). Le role de ces différentes
hormones dans les réponses de défense a récemmdatécéit par Bari & Jones (2009) et

leurs implications en réponse a des agents patlksgamt résumées dans la Fig. 13.

2.5.1-L’acide salicylique (AS)

Chez les végétaux, 2 voies de biosynthése sonbmeaples de la production d’AS
(Fig. 14). L’AS peut étre synthétisé par la voies gnénylpropanoidega la PAL et/ou a
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partir du chorismatgia I'isochorismate synthase (Fig. 14). La concerdragn AS augmente
significativement localement et dans les partieté&yiques en réponse a une infection par un
agent pathogene d’origine fongique, bactériennevioale (Ryalset al., 1996). De plus,
'application exogéne d'AS ou de l'un de ses anaéxy (NA : acide 2,6-
dichloroisonicotinique, BTH : ester S-méthyl de [I'acide benzo-(1,2,3)-thiadiaZble
carbothioique ; Fig. 15) active la résistance leailla SAR (‘systemic acquired resistance’,
cf paragraphe 2.6.1) en réponse a des agents paésogertrophes (Grant & Lamb, 2006).
Par ailleurs, des mutants ou des plantes transggnidA. thaliana affectés négativement
dans I'accumulation d’AS ou qui y sont insensildest plus sensibles aux attaques d’agents
pathogeénes que les plantes sauvagePR1 (‘non-expressor ofPR-1), EDS1 (‘enhanced
disease suceptibility’ type 1), PAD4, SID (‘salicylic-acidinduction deficient’), NahG
(‘salicylate hydroxylase’ ; Nawrath & Métraux, 199%lazebrook, 2001 ; Dong, 2004). Par
exemple, des plants de tabac et d’arabette suimeapt le gendNahG (codant une salicylate
hydrolase, enzyme bactérienne de dégradation d& €A catéchol ; Fig. 16) montrent une
tres faible induction des genBR, une résistance locale amoindrie et une incapaaitettre

en place la SAR (Delanegt al., 1994 ; Mellersh & Heath, 2003 ; van Wees & Ghapek,
2003). Thommaeet al. (2001) ont démontré que I'accumulation d’AS ecaloet systémique
est nécessaire a I'expression de plusieurs géRehez 'arabette, notammeBRR-1, PR-2 et
PR-5.

Chez la vigne, Busanet al. (1997) ont démontré qu'une application d’AS stienu
I'accumulation de protéines PR sur des culturelsile@les, celle-ci étant également observée
sur les racines, feuilles, tiges et baies (Rerehalt, 1996 ; Derckeét al., 1996 & 1998).

2.5.2-L’acide jasmonique (AJ)

Les différentes formes de jasmonates sont synés&tita la voie des octadécanoides
(Fig. 17). L’'accumulation d’AJ dans les plantesréponse a une blessure ou un traitement
par des éliciteurs peut étre bloquée par des ighits de la lipoxygénas€@X ; Doareset
al., 1995), montrant que la LOX joue un role esséda@s la biosynthése de I'AJ. Si 'AJ est
un produit terminal de cette voie, des intermédgmiainsi que des dérivés sont également
biologiquement actifs, comme le MeJA ou son préaursl'acide 12-oxo-phytodiénoique
(OPDA; Turner et al.,, 2002). L'AJ est aussi impliqué dans divers psscs
développementaux tels que la germination des ggalaecroissance racinaire, la sénescence

foliaire, 'ouverture des stomates (Bari & Jone3)2).
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L’AJ est habituellement associé aux réponses comde agents pathogénes

nécrotrophes et les insectes herbivores (Bari &9pR009), ainsi qu’aux traitements par des
PGPRs (‘Plant Growth-Promoting Rhizobacteriuef paragraphe 2.6.2). Il a été démontré
que la synthese des PR-3, PR-4, PDF1.2 (déferRRd,2) et PDF2.2 (thionine, PR-13) était
dépendante de la voie de I'AJ (Thomma & Broeka&®98 ; Thommaet al., 2001). Les
triples mutants fad3-fad7-fad8f#tty acid desaturase’) et les mutan@PR3 (‘OPDA
réductase’), déficients dans la production d’Ahsaique les mutant€oil (‘coronatine
insensitive’ type 1)JAR-1 (‘jasmonicacid-resistant’ typel) et JIN1 (‘jasmonicacid-
insensitive’ typel), incapables de percevoir I'AJ, sont plus sensildax attaques par des
insectes herbivores et des champignons nécrotrogloesme B. cinerea, Alternaria
brassicicola ou Pythium sp. (Staswicket al., 1998 ; Thommaet al., 1998 ; Vijayanet al.,
1998 ; Norman-Setterbladt al., 2000 ; Glazebrook, 2001 ; Trumaet al., 2007). En
revanche, la sur-expression de I'AJ-carboxyl méthghsférase, permettant 'augmentation
des taux de MeJA, se traduit par une meilleurestaste enverB. cinerea (Seoet al., 2001).
L’ajout de MeJA exogene restaure d'ailleurs lagtsice des plantes mutantes déficientes
dans la synthése de I'AJ (Thomnetal., 1998). Cependant, tous les insectes herbivores
n'activent pas la signalisatioma I'AJ chez les plantes (Kempenragal., 2007).
Chez la vigne, le MeJA induit I'expression B&-1, PR-2, PR-8, PAL, PIN (inhibiteur de
protéase, PR-6) €hit4C (Repka, 2001 ; Replat al., 2004 ; Belhadgt al., 2008b ; Fauriet
al., 2009), la production de phytoalexines (Faetial., 2009) et d’AS (Belhadjt al., 2008b)
sur cultures cellulaires, ainsi qu’une accumulatiencallose chez les plantes (Belhetdjl .,
2006).

2.5.3-L'ethylene (ET)

L'ET est une molécule volatile dérivant de la méttine (Fig. 18) impliquée dans
plusieurs processus physiologiques (abscissionmigation, floraison et sénescence,
nodulation racinaire, mort cellulaire programméejlans les réponses de défense (Penninckx
et al., 1998 ; Bleecker & Kende, 2000 ; Panter & Jo@6§ ; Broekaerntt al., 2006). Suite a
des attaques par des agents pathogenes, des snseceite a des blessures, il s’accumule en
grande quantité surtout au niveau du site d’infectet il est également impliqué dans la
synthese de PDF1.2 (Thomneaal., 2001). Chez l'arabette, des mutasis2 (‘ethylene
insensitive’ type2) sont plus sensibles que les plantes sauvaged &itaques par des agents

pathogénes tels quB. cinerea, E. carotovora, Septoria glycines et Rhizoctonia solani
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(Hoffmanet al., 1999 ; Thommat al., 1999a ; Norman-Setterblatal., 2000). De plus, des
plants de tabaetr1-1 (‘ethylenereceptor’) sont devenus sensibleByghium sylvaticum alors
que ce champignon est normalement non-pathogéneeferet al., 1998). Ainsi, une
diminution du taux d’ET semble donc accroitre lascgptibilité des plantes aux agents
pathogénes. Pourtant, dans d’autres cas, cettedion augmente la résistance des plantes
enversP. syringae pv. glycinea et Phytophthora sojae (Hoffman et al., 1999). A notre
connaissance, aucune étude n’'a été menée suritatiph de I'ET dans I'établissement des

réponses de défense de la vigne.

En conclusion, on observe que les voies indépeadat# I'AS impliquent les voies de
I'AJ et/ou de I'ET. L'infection par un agent pathete biotrophe provoque principalement
une activation de la voie de I'AS. En revanche régsonses induites par 'AJ et/ou I'ET sont
généralement activées soit aprés l'infection paagent pathogene nécrotrophe, une blessure
ou un traitement par une PGPR. Ainsi, selon lareatie 'agent inducteur, les composés de
déefense mis en place seront différents (Fig. 1@gnimaet al., 1998 ; Govrin & Levine,
2000 ; McDowell & Dangl, 2000 ; Glazebrook, 200Bqgbert-Seilaniantet al., 2007 ; Lopez
et al., 2008).

2.5.4-Les autres molécules de signalisation

L’ AlA, outre son effet positif sur la rhizogénése, ihdlakpression de trois groupes
de genes Aux/IAA, GH3 (codant des AlA-amino synthases) $AUR (‘small auxin up
RNA’ ; Woodward & Bartel, 2005). Il régule I'expraes de genes associés a la biosynthése
ou le catabolisme et la signalisation d’autres lores (Papanoet al., 2008). L'AIA est
impliquée dans la résistance mais aussi dans fbsit@ des plantes lors de stress biotiques,
son réle étant fonction du pathosysteme considgpéadperet al., 2007 ; Kazan & Manners,
2009). Par exemple, un traitement préventif deabatte par de I'AlA favorise I'apparition de
la maladie en présence Adfrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi et
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 Pst DC3000; Bari & Jones, 2009). En revanche,
la répression de cette voie de signalisation adfesa résistance contklectosphaerella
cucumerina etB. cinerea (Llorenteet al., 2008).

L’ ABA est impliqué dans divers aspects de la croissahck développement des

plantes : germination, maturation embryonnairegeséance foliaire, fermeture des stomates
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et adaptation aux stress environnementaux (Wadikmaet al., 2008). Dans la plupart des
cas, 'ABA a un effet négatif sur la régulation dééfenses de la plante lors de stress
biotiques, qu’il s’agisse d’agents pathogenes deradiotrophe ou nécrotrophe (Lopaal .,
2008 ; Bari & Jones, 2009). Ainsi, il sensibilidethaliana vis-a-vis de la bactérie virulente
Pst DC3000 (de Torres-Zabath al., 2007) mais augmente la résistanck. thaliana face a
Ralstonia solanacearum et Pythium irregulare (Adie et al., 2007 ; Hernandez-Blana al.,
2007). Par ailleurs, 'ABA active la fermeture ddgemates, ce qui réduit certaines infections
bactériennes ou fongiques (champignons nécrotryplessstomates pouvant étre une voie de
pénétration dans la plante pour ces agents pateegdion & Mauch-Mani, 2004 ; Mauch-
Mani & Mauch, 2005 ; Melott@t al., 2006 ; Jalloukt al., 2009). Il est également impliqué
dans le dépot de callose, la production de FAQa gtgulation de I'expression de genes de
défense (Bari & Jones, 2009 ; Jalletudl., 2009).

Les GA favorisent la croissance des plantes par la satiom de la dégradation des
protéines DELLA, ces derniéres induisant I'expressde genes codant des enzymes de
détoxification des FAOs (catalases et peroxydaségllant ainsi les taux de FAOs lors de
stress (Achardt al., 2008). Les GA conferent a la plante une résigtazontre les agents
pathogenes biotrophes mais augmentent sa semsililis d'attaques par des agents
nécrotrophes. Ainsi, un traitement aux GA augmeateésistance de l'arabette facePst
DC3000 et sa sensibilité facéabrassicicola (Bari & Jones, 2009).

LesCK sont impliquées dans la différenciation vasculdadralance en nutriments, la
croissance des racines, tiges et inflorescencegnascence foliaire (Muller & Sheen, 2007).
Leur réle dans les mécanismes de défense est pww amais il semble qu’elles soient
impliquées dans les réponses mises en place dmabdtte lorsque celle-ci est attaquée par
Plasmodiophora brassicae : une régulation négative des géenes gouvernanhtmméostasie a
été rapportée (Siememsal., 2006). Tout comme I'AlA, les CK sont capableshdequer la
traduction des ARNm de certaines protéines PR corfang-glucanase et la chitinase
(Spaepert al., 2007).

Les BR sont impliqués dans divers processus physiologiqgermination, division
cellulaire, élongation, floraison, sénescenceksiaine dans les réponses induites a la suite de
stress abiotiques (Bajguz, 2007). Plusieurs étunésété menées afin de déterminer s’ils

interviennent dans les mécanismes de défensedostreks biotiques. Nakashétaal. (2003)
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ont démontré que les BR induisent la résistancez dies plants de riz infectés par
Xanthomonas oryzae, celle-ci n’étant liée ni a la synthése et la alggation par I'AS ni a la

production de protéines PR.

A notre connaissance, l'implication de I'AIA, I'ABAdes CK, des GA et des BR dans

Y

les mécanismes de défense de la vigne n’ont pakettéminés a ce jour.

Il apparait clairement aujourd’hui que les difféen molécules de signalisation
intercellulaire peuvent étre inter-reliées et ge&'wombinaison de signaux affecte I'expression
d’'un spectre particulier de génes cibles. Ces @&smus de signaux, positives ou négatives,
permettent d’augmenter les possibilités de réguiadit d’apporter une réponse adaptée a des

agressions differentes.

2.5.5-Interconnections entre les voies de signaltgmn

Les mécanismes de régulation de la balance holmonarécemment été décrits par
Kuppusamyet al. (2009). Les interactions peuvent se faire salois tmodeéles (Fig. 20) :

v Régulation primaire. Ce concept est peu présent chez les plantes. Il
s’agit de deux voies distinctes qui ont pour profioal la méme molécule signal. Le meilleur
exemple de régulation primaire positive est I'iat#ion entre I'AJ et 'ET.

v Régulation secondaire Elle consiste dans le fait qu'une voie de
signalisation régule les taux ou la perceptionrdeicules transitoires d’une seconde voie.

4 Régulation tertiaire. Dans ce cas, ce sont les produits finaux de deux

voies distinctes qui interagissent ensemble.

De nombreuses études indiquent que I'AJ et 'ETssggit en synergie pour activer
I'expression de génes de défense a la suite dhfeetion (Penninckset al., 1998 ; Schenkt
al., 2000 ; Thommeet al., 2001 ; Glazebrook, 2005). Chéz thaliana, I'expression de
PDF1.2 nécessite la synthése concomitante de I'ET et ti#gls est indépendante de I'AS
(Penninckxet al., 1998). Les doubles mutardsil-ein2 sont plus sensibles lors d’infections
par les champignons nécrotrophfsbrassicicola et B. cinerea, mais pas paP. parasitica
(Penninckxet al., 1998 ; Thommat al., 1999a & 2001).
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D’autres études ont démontré l'existence d'un ami@mme entre les voies
dépendantes de I'AS et de 'AJ/ET au cours desmsg® de défense (Doaretsal., 1995 ;
Mur et al., 2006). Plusieurs protéines sont impliqguées dlansagonisme entre I'AS et I'AJ :
NPR1 qui est responsable de I'induction des pretgiPR dépendantes de I'AS (Spetedl .,
2007 ; Jalloulet al., 2009) et les facteurs de transcription WRKY,amatnent WRKY53,
WRKY70 et WRKY62 (Bari & Jones, 2009). NPR1 est ndgulateur clé de la voie de
signalisation dépendante de I'AS. Ch&zthaliana, il contrdle directement I'expression de
certains facteurs WRKY (Wang al., 2006a). De plus, la présence de W-box dans son
promoteur suggére que son expression elle-ménsoastla dépendance de certains facteurs
WRKY (Yu et al., 2001). Spoekt al. (2003) ont démontré que NPR1 est impliqué dans
I'inhibition de la voie de signalisation dépendad&l’AJ par I'AS cheZA. thaliana. La sur-
expression d&VRKY70 (dont I'expression est controlée par NPR1 cheplastes sauvages)
stimule I'expression des génes codant des protéfiesdépendantes de I'AS et réprime
fortement celles des genes codant des protéinedépBndantes de I'AJ (lét al., 2004).
Cependant, WRKY33, indépendant de NPR1, contréleétastance vis-a-vis des agents
pathogenes nécrotrophes en activant les geneswigelalépendante de I'AJ et en réprimant
ceux dépendants de la voie de I'AS (Zhehgl., 2006). Toutefois, NPR1 (lors d'une attaque
par un insecte herbivore) et MPK4 inhibent la vdi&pendante de I'AS pour permettre
I'activation de celle dépendante de I'AJ chez lkmthe (Petersed al., 2000 ; Bari & Jones,
2009). Des plants A. thaliana prétaités par de I'AS sont plus sensibles aux agsaglA.
brassicicola, alors que les mutanssd2, incapables d’accumuler I'AS, sont plus résistants
ses attaques (Spoet al., 2007). Des preuves d’interactions synergiqueségalement été
rapportées (Kunkel & Brooks, 2002 ; Beckers & Sp86D6 ; Muret al., 2006). Par exemple,
le MeJA induit la synthese d’AS sur des culturebutz@res de vigne (Repkat al., 2004 ;
Belhadjet al., 2008b). Les relations entre I'AS et 'ET sontrenanche plus obscures. Chez
A. thaliana, des analyses par microarrays suggerent une gotitemtialisatrice de I'ET sur
I'induction dePR1 dépendante de I'AS, alors qu’une approche gérétitfumontre l'inverse
(Jalloul et al., 2009). Des plantfNahG et des mutantgpad4 d’A. thaliana produisent
cependant moins d’ET lors de I'interaction arab&decomparés aux plantes sauvages (Heck
et al., 2003).

Récemment mis en évidence dans les mécanismedatesed’ABA interagit avec les
autres voies de signalisation. Son role dans I'ssdment de la résistance dépend de la

nature de I'agent pathogene, de son mode de p8agtrdu temps nécessaire a la mise en
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place des réponses de défense et de la naturessiuitifecté (Toret al., 2009). Dans la
plupart des cas, I'ABA régule négativement les méraes de défense. L'existence d'un
antagonisme entre 'ABA et les voies dépendanted’Ale et de 'ET a été clairement
déemontrée. Ces dernieres sont stimulées dans demtswadéficients en ABA, alors qu’un
traitement des plantes par de 'ABA exogéne réldutranscription de genes dépendants de
I'AJ et de 'ET (Andersoret al., 2004 ; Florst al., 2008). Par exemple, dans l'interactian
thaliana-Pythiumirregulare, 'ABA affecte la production d’AJ, ce qui accrdét sensibilité de

la plante (Adieet al., 2007). Il existe également une relation en®BA, I'AS et I'AJ. Chez

A. thaliana, A. brassicicola inhibe la synthése d’ABA. Or le géne de la callsgathasemr4,
sous contréle de I’ABA, inhibe la voie de I'AS pegttant ainsi a celle de I'AJ de contribuer a
la résistance de la plante contre ce champignome#anche, dans des mutants affectés dans
I'expression denr4, I'AS, dont I'inhibition est levée, régule négatiment la voie de I'AJ ce

qui déclenche le processus de sensibilité a ceit pgehogene (Fig. 21 ; Flogsal., 2008).

Les interconnections avec les autres hormones @K, GA, AlA) sont moins
connues dans la mesure ou leurs implications dansi€canismes de défense sont encore peu
étudiées. Cependant, de récentes études ont démmumtr ces molécules de signalisation
pouvaient interférer avec I'AS, I'AJ et 'ET. Chéz riz, des mutants sur-exprimant le gene
GH3.8 montrent une diminution de I'expression des gdigssa I'AS et I'AJ lors d’attaques
par Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Ding et al., 2008). Il a été démontré que le BTH
(analogue de I'AS) réprime I'expression d’'un grammmbre de génes dépendants de I'AIA
dans les tissus apres la mise en place de la SAR@W al., 2007). Les GA modulent les
réponses dépendantes de I'AS et liAd les protéines DELLA (Navarret al., 2008). Chez la
pomme de terre, les BR protégent conBteytophthora infestans, cette résistance étant
associée a 'augmentation des taux d’ABA et d’ETigKkna, 2003). Elles induisent également
I'expression des genes codarACC (acide laminocyclopropane-lcarboxylique) synthase
(impliquée dans la synthése d’ET) et OPR3 (void’Ad) chez I'arabette (Yiet al., 1999 ;
Muessig et al., 2006). L’AIA, les GA, I'ABA, I'AJ et les CK sontimpliqués dans la
modulation des réponses dépendantes de I'ET (Stepai Alonso, 2005).

Enfin, certains micro-organismes pathogénes ocapecité de synthétiser eux-mémes

quelques unes de ces hormones, comme I'AlA ou enods, ce qui influence les défenses
mises en place par I'hote (Robert-Seilaniasia., 2007 ; Spaepett al., 2007).
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A notre connaissance, chez la vigne, les interoctiores entre toutes les molécules de
signalisation, a I'exception de linteraction posit entre le MeJA et 'AS (Repket al.,
2004 ; Belhadjet al., 2008b), ne sont pas connues du fait de I'imybagsi d’utiliser des

mutants.

2.6-Les résistances systémiques

La SAR et I'ISR sont les deux types de résistarysémique mis en place par la
plante a la suite d’'un stress. Jusqu’a récemmlegtiait généralement admis que la SAR était
dépendante de la voie de I'AS et I'ISR de la voi&/EN (Pieterse & van Loon, 2007).
Cependant, de récentes études démontrent que ceptaioit étre modulé (Trumaat al.,
2007 ; Van der Enét al., 2009). En effet, il serait plus exact de défiairSAR comme la
résistance systémique mise en place par la plarte shite d’'une attaque par un agent
pathogene, et que I'ISR est celle mise en placelgpamiante en réponse a la présence de

micro-organismes bénéfiques.

2.6.1-La SAR

Aprés une premiere infection, la SAR conduit anatgction systémique de la plante
vis-a-vis de nouvelles infections. Elle permet ants protéger les différents organes de la
plante contre un stress ultérieur. Son activitégmtoice peut durer plusieurs semaines apres le

premier contact entre la plante et I'agent pathegean Looret al., 2006b).

2.6.1.1-Voie de signalisation dépendante de I'AS

Le déclenchement de la SAR est souvent associ@€ awgmentation des niveaux en
AS. L'importance de I'AS dans la SAR a été démamtmgar I'utilisation de plantes
transgéniquedlahG. Différentes études menées sur des plants de tabd®. thaliana ont
révélé que les planteNlahG sont plus sensibles a une seconde attaque paaghsdgs
pathogenes d’origine fongique, bactérienne et @i(@8lelaneyet al., 1994 ; Kachroat al.,
2000). D’autres mutants perturbés dans l'accumanati’AS @idl, sid2) ont également
montré une sensibilité accrueHyaloperonospora parasitica aprés un premier contact avec
Pst DC3000 (Nawrath & Métraux, 1999). Récemment, ietéa démontré que le méthyl-
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salicylate agissait comme un signal mobile inductiella SAR chez le tabac (Paskal.,
2007).

2.6.1.2-Implication de I'AJ et de 'ET

Contrairement au modele établi par van Lebml. (2006b), la SAR peut également
faire intervenir I'AJ et 'ET. Par exemple, les rantsopr3 etjinl sont incapables d’'induire la
SAR apres l'infiltration des feuilles par une soedvirulente dé’st (Trumanet al., 2007).

En revanche, lors d’attaques par d’autres ageritooganes, des mutants ne percevant plus
I'AJ (jarl, eds8 et coil) ne sont pas affectés dans I'expression de la §A&terseet al.,
1998 ; Tonet al., 2002 ; Attararet al., 2009). L'implication de 'ET dans la SAR est msi
étudiée. Chez le tabac, Verbemial. (2003) ont démontré que la perception de I'ET lpar
plante est nécessaire pour I'établissement de R &pendante de I'AS aprés contact avec le

virus de la mosaique du tabac.

2.6.2-L'ISR

Dans le modéle établi par van Loehal. (2006b) et van Loon (2007), basé sur
I'interaction entre la PGPR WCS417r et I'arabettaS est décrit comme la molécule de
signalisation impliguée dans les mécanismes de AR, Sandis que I'AJ et I'ET sont
impliqués dans I'IlSRla production de protéines PR n’étant observéepque la SAR (Fig.
22). Mais ces derniéres années, l'utilisation detamts chezA. thaliana a permis de
démontrer que ces hormones peuvent étre impliqileesla SAR mais aussi dans I'ISR (Fig.
23 ; Pieterse & van Loon, 2007 ; Van der Erdl., 2009).

2.6.2.1-Voies de signalisation dépendantes dedtAFET

L’existence d’une résistance systémique autre qu8AR a été démontrée par les
différentes études menées sur la bactéssadomonas fluorescens souche WCS417r. Chez le
radis, cette PGPRcf( paragraphe 3.2.4) confére une protection coRtrsarium sp. sans
accumulation de protéines PR (Hofflaadal., 1995). De méme, des études approfondies
menées sur l'interactioA. thaliana-WCS417r ont démontré que cette ISR n’était assatié
a une accumulation de protéines PR ni d’AS dansel@ties, les planteBlahG développant

une ISR similaire aux plantes sauvages (Pietersal., 1996 & 2000). Les mécanismes
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impliqués entre la souche WCS417r et ses plantésshdnt été récemment décrits par
Pieterse & van Loon (2007). L'ISR induite par WC%rdhe s’exprime pas chez les mutants
ein 2, jarl, jinl, eds8 etcoil (Pieterseet al., 1998 ; Knoesteet al., 1999; Tonet al., 2002 ;
Pozoet al., 2008). De nombreuses études démontrant I'existediune voie de signalisation
indépendante de I'’AS dans la mise en place de [#B&A. thaliana par des PGPRs ont été
publiées ces derniéres années (Pietersk, 1996 ; Pieterse & van Loon, 1999 ; lavicdli
al., 2003 ; Ryuet al. 2003 & 2004 ; Steirt al., 2008 ; De Vleesschauwer & Hofte, 2009).
Cette voie intervient également dans les interastiooncombrd+ichoderma asperellum
(Shoreshet al., 2005), rizPseudomonas fluorescens WCS374r (De Vleesschauwet al.,
2008), tomateBacillus pumilus SE34 ou P. fluorescens 89B61 ou Pythium oligandrum (Yan
etal., 2002 ; Haset al., 2008).

2.6.2.2-Voie de signalisation dépendante de I'AS

Bien que la majorité des études sur les interastientre les micro-organismes
bénéfiques et leurs plantes hétes met en évidémepoltance des voies de signalisation
dépendantes de I'AJ et de 'ET dans I'ISR, certaiiméeractions ont révélé I'existence d’'une
voie dépendante de I'AS. Par exemple, la bactrigeruginosa 7NSK2, productrice d’AS,
induit 'SR chez des plants sauvages de tabas @oielle en est incapable chez les plantes
NahG (De Meyeret al., 1999). De méme, chez I'arabettegenibacillus alvei K165 est
incapable d’induire une ISR contkérticillium dahliae chez les mutanteds5/sidl et sid2,
contrairement aux plantes sauvages (Tjaetad., 2005).Bacillus subtilis FB17 induit une
résistance enveist via une accumulation d’AS et I'induction de I'expressidePR-1 (géne
marqueur de la voie de signalisation de I'AS ; Ripgaet al., 2008). Conret al. (2008) ont
démontré questreptomyces sp. EN27 induit une résistance conEewinia carotovora et
Fusarium oxysporum via la voie de I'AS. De mémeStenotrophomonas sp. N6.8 induit une
accumulation plus importante d’AS lorsque la plamst attaquée paXanthomonas
campestris CECT 95 (Domeneclat al., 2007). Enfin, certains micro-organismes induisan
I'ISR sont capables de produire, en présence daibée teneur en fer dans le milieu, de I'AS
comme sidérophoref(paragraphe 3.2.4.3.c), ce dernier agissant destomne un éliciteur
des mécanismes de défense de la plante et ad@vamie dépendante de I'AS (Pieterse & van
Loon, 2007).
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2.6.2.3-Les protéines PR dans I'ISR

L’accumulation des protéines PR dans la SAR est éiablie (Ryal&t al., 1996 ; van
Loon & Strien, 1999 ; van Lood al., 2006b). En revanche, leur implication dans I'l&&
controversée. Il a été décrit que la colonisatieriadtomate, du radis et de I'arabette Par
fluorescence WCS417r, du concombre pBacillus subtilis souche M4 et de la tomate gar
oxysporum Fo47 n’est pas associée avec I'accumulation detipes PR en I'absence d’un
agent pathogéne (Hofflaratlal., 1995 ; Pieterset al., 1996 ; Duijffet al., 1998 ; van Loormt
al., 1998 ; Ongenat al., 2005a; Aiméet al., 2008). Néanmoins, d'autres études ont
démontré l'induction locale et systémique de geoedant des protéines PR lors de la
colonisation racinaire par une PGPR ou un micr@oigme non pathogene. Par exemple,
chez l'arabette,P. thivarlensis souche MLG45 etPaenibacillus polymyxa induisent
respectivement I'expression de chitinases ePRRd (Timmusk & Wagner, 1999 ; Cartieaux
et al., 2003). Chez le tabaP, fluorescens souche CHAO induit I'expression de genes codant

une PR-1, une glucanase et une endochitinase aawnfeliaire (Maurhofeet al., 1994).

Le modele proposé par van Loeral. (2006b ; Fig. 22) ne s’applique donc pas a tous
les pathosystémes. Il semblerait qu'a chaque sysf#amte-agent pathogéne et plante-micro-
organisme bénéfique-agent pathogéne corresponddispositif de défense particulier. La
SAR et 'ISR peuvent faire intervenir la protéin®RI1. La différence est que la cible de cette
protéine est nucléaire dans le contexte de la SARJis qu’elle est cytosolique pour I'ISR
(Pieterse & van Loon, 2007 ; Van der Egital., 2009). Néanmoins, ces deux résistances
systémiques sont capables de conférer a la plémeuime résistance contre une large gamme

de micro-organismes pathogéenes.

2.7-L a potentialisation

La potentialisation (ou ‘priming’) est un état plotegique qui permet a la plante
d’induire plus vite et/ou plus intensément ses mistaes de défense lorsqu’elle est soumise
a un stress biotique ou abiotique (Conretlal., 2002 & 2006 ; Conrath & Gollner, 2008 ;
Conrath, 2009). Il en résulte une meilleure résistade la plante vis-a-vis de ce stress. Cet

état de pré-sensibilisation s'observe a la suitenel’attaque par un agent pathogene, une
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blessure, la présence de micro-organismes bénéfigueal’'un traitement par des molécules
élicitrices (Fig. 24).

2.7.1-L a potentialisation dansla SAR

Dans le début des années 1990, Coratadh (1995) ont démontré gu’un traitement de
cultures cellulaires de persil par I'AS, I'INA oe IBTH (Fig. 16) permet d’induire plus
fortement les réponses de défense lorsque ledexBont mises au contact d'un MAMP de
Phytophthora sojae. Plus tard, Katzt al. (1998) et Thulke & Conrath (1998) ont démontré
gue la potentialisation est fonction de la con@diin de la molécule sensibilisatrice et du
gene étudié. De plus, les molécules élicitricesvpptiavoir un double réle. En effet, une
méme concentration d’AS ou de BTH peut activer dement et spécifiquement certains
genes de défense et en méme temps, en potentidiéadres lorsque les cellules sont en
présence de l'agent pathogene. La potentialisaia@ié ensuite mise en évidence sur des
plants entiers de tabac pré-traités avec de 'A8saplessure ou contact avcsyringae pv.
syringae (Mur et al., 1996).

Une amélioration de la perception ou une amplificatdes réponses suite a la
présence de l'agent pathogéne ont été suggerées eppliquer la potentialisation des
mécanismes de défense. Pour cela, il a été envisagémbre plus important de récepteurs
membranaires (pour la perception du stress) et acmumulation plus forte ou des
modifications post-traductionnelles de moléculgmal inactives qui seraient dans un état de
‘dormance’ jusqu’a la perception de I'agent pathragéeci pouvant expliquer par la suite des
signaux et réponses de défense plus rapides etisuimenses (Conratket al., 2006).
Récemment, I'implication de deux membres de la fardies MAPKs, MPK3 et MPKG6, a été
démontrée dans I'amélioration de la signalisatioitesa la perception d’'un stress biotique ou
abiotique, ceci étant associé a une induction iphpertante des réponses de défense (Beckers
et al., 2009).

Chez le soja pré-traité avec de I'AS, l'inductida I'expression de genes de défense,
le ‘burst oxydatif’ et la mort cellulaire sont pligenses en réponsdasyringae pv. dycinea
(Shirasuet al., 1997). Chez l'asperge, I'AS potentialise l'adtivde la PAL et le dépot de
lignine en réponse &usarium oxysporum f. sp. asparagi (He & Wolyn, 2005). Chez le

tournesol, le concombre é&figna unigniculata, le BTH potentialise la résistance contre
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Puccinia helianthi, Colletotrichum orbiculare et Colletotrichum destructivum respectivement
(Latunde-Dada & Lucas, 2001 ; Cools & Ishii, 200ratset al., 2002 ).

2.7.2-La potentialisation dans I'lSR

La plupart des études réalisées sur la potertialis dans un contexte d’ISR ont été
menées avec des PGPRiparagraphe 3.2.4F. fluorescens souche WCS417r potentialise la
synthese de phytoalexines chez I'ceillet lors déatés par-. oxysporum f. sp.dianthi (Van
Peeret al., 1991). Chez le haricoBacillus pumilus SE34 induit un renforcement des parois
par accumulation de callose et de composés phéesligu niveau des sites de pénétration de
Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Benhamouet al., 1996 ; Pieterse & van Loon, 2007).
Verhagenet al. (2004) ont démontré que, chez l'arabette, la ls@ud/CS417r induit la
potentialisation de I'expression de divers genesdéfense VSP2, PDF1.2, HEL...) via
I'activation des voies AJ et/ou ET. D’aprés Piedaatsal. (2000) et Van der Ert al. (2009),
ce phénomene serait di a une augmentation dedd#iéd de la plante aux hormones, et non
pas a une augmentation de leur biosynthese. Daatteles menées avec la souche WCS417r
ont révélé que les facteurs de transcription MYBA3MYC2 étaient requis pour la

potentialisation dans les racines et les feuibspectivement (Conrath, 2009).

Des micro-organismes bénéfiques autres que lefRB@Buvent également induire la
potentialisation. Par exemple, il a été rapport&zcha tomate que des champignons
mycorhiziens potentialisent I'accumulation de pimdé PR en réponse aux attaques de
Phytophthora parasitica (Conrath & Goéliner, 2008). De mémérichoderma asperellum
T203 potentialise I'expression de genes codantpdetines PR lorsque le concombre est
attaqué par le pathogene foliaiRe syringae pv. lachrymans (Shoreshet al., 2005). Les

MAMPs sont aussi d’excellents agents de pré-sdissibbon (Conrath, 2009).

2.7.3-L’application au champ

Plusieurs technigues et molécules peuvent étleséats pour induire un état de
potentialisation (Fig. 24). Des molécules commBietomax, le BABA et certains éliciteurs
sont des agents potentialisateurs reconnus, |fizacités ayant été démontrées sous serre et
au champ (Cohen, 2002). Par rapport a I'INA et ||ASBTH est bien toléré par les plantes et

est utilisé sous les noms commerciaux de Biohctigard® ou Boost. Cependant, il a
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davantage une action protectrice que curative eetalfait la communauté agricole préfere
utiliser les fongicides curatifs classiqués.fluorescens WCS374 et WCS417r, ainsi qu’un
mélange de champignons mycorhiziens (MycoGrow™ dfized Endo/Ecto Seed Mix) ont

eégalement prouve leurs efficacités sous serre ehamp (Conrath, 2009).

L'utilisation de plantes transgéniques synthétiseonstitutivement des molécules
signal ou des protéines PR peuvent développer désopypes anormaux (Bowling al.,
1994 & 1997). En revanche, I'induction d’'un étatplentialisation chez la plante présente
de nombreux avantages. En effet, les traitementedsibilisation par des éliciteurs influent
sur la physiologie de la plante : la croissance,rendements et la production de semences
sont améliorés. De plus, la mise en place des nsfnas de défense requiert moins d’énergie
lorsque la plante est dans un état de potenti@isgiar comparaison avec des plantes non-
sensibilisées au préalable. Etonnamment, les lawesibilisées sont dans un meilleur état
physiologique que les plantes non-traitées a li@ sllun contact avec un agent pathogéene, ce
qui signifie que le colt énergétique de la potéisiion est contre-balancé par ses effets
bénéfiques (Van Hulteet al., 2006).

2.7.4-Le phénoméne de potentialisation chez la vign

Le BABA est un excellent inducteur de potentialmat son action a été démontrée en
réponse a des stress biotiques et abiotiques (C8068& ; Conrath, 2009). Il protege la vigne
contre P. viticola (agent responsable du mildiou) par 'augmentatienl’accumulation de
callose, de la production dJ, et de composés phénoliques, du métabolisme desres,
ces effets étant liés a la signalisation par I'Malheureusement, son efficacité au champ n’a
pas été obtenue sous une forte pression pathogepaguapport aux fongicides couramment
employés (Hamiduzamaat al., 2005 ; Slaughteat al., 2008 & 2009). Dubreuil-Maurizt al.
(2010) ont déterminé gue la résistance observétrecont agent pathogene en présence de
BABA est associée a la potentialisation de la potidn d’'une NADPH-oxydase. La
laminarine sulfatée PS3 induit également la poaéiasition de certaines réponses de défense
(production d’'HO,, induction de I'expression de genes de défengedtdéde callose et de
composés phénoliques, et la RH) au niveau du 8iteedtion de ce champignon (Trouvelot
et al., 2008). Verhagest al. (2010) ont démontré qu fluorescens CHAO etP. aeruginosa
7NSK2 sont capables d’induire des réactions dendéfedans des cultures cellulaires de

vigne. Sur des feuilles issues de vitroplants, etéries induisent une protection corire
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cinerea par la potentialisation de la biosynthése de pilgtanes. A ce jour, aucune étude de

potentialisation des réponses de la vigne suite gtress abiotique n’a été menée.

3-Les compléments a la résistance naturelle

Plusieurs méthodes de lutte contre les maladieteg®ide nos jours pour renforcer la
résistance naturelle des plantes (Fig. 25). Leldppement des maladies est principalement
limité ou stoppé par I'utilisation massive et comd® de produits phytosanitaires. Dans le but
de réduire leur utilisation, d’'autres techniquestste plus en plus employées comme la

prophylaxie, la transgénese ou la lutte biologique.

3.1-La lutte chimique

Depuis toujours, la lutte chimigue s’est révélée é@ne méthode de lutte performante
et indispensable pour combattre les agents patlesg@reroux, 2003 ; Pezet al., 2004).
Bien que la viticulture ne représente que 3% d8Ad, elle consomme entre 30 et 50% des
pesticides employés en France, la moitié étanfaieggcides. Chez la vigne, la lutte chimique
contre B. cinerea vient en complément des mesures prophylactiquesud® 2006, des
stratégies a deux traitements sont recommandé€hampagne (Petit, 2008). Cependant, le
nombre de traitements doit étre ajusté selon lailséité de la parcelle et le risque acceptable

pour le viticulteur.

Bien gue leurs efficacités aient été largement déraes, les pesticides présentent de
nombreux inconvénients (Fig. 26). En effet, I'&dtion massive des pesticides a engendrée
I'apparition de souches pathogenes multi-résissantentre lesquelles les produits actuels
sont devenus peu efficaces voire inefficaces. @ertproduits présentent également une
toxicité aigle ou chronique pour [lutilisateur, leonsommateur (traces de résidus),
I'environnement (pollution des sols, rivieres eppes phréatiques) et les organismes non-
cibles (Gerhardson, 2002 ; Heil & Walters, 200us@t al., 2010 ; Komarelet al., 2010),
ces derniers pouvant jouer un réle important danstimulation des défenses naturelles des
plantes €f paragraphe 3.2.4). Une étude récente a d'ailleémsodtré que le sol des vignobles
est contaminé par les fongicides (Komaetlal., 2010). En Octobre 2007, le Grenelle de

I'environnement a préconisé comme objectif de n&dde moitié 'usage des pesticides dans
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le cadre du projet Ecophyto 2018 (www.agricultuoengfr). De plus, il n’existe plus de
traitements chimiques disponibles sur le marchér datter contre certaines maladies.
L’exemple le plus probant est l'arrét de 'empl@ karsenite de sodium en 2001 pour lutter
contre I'esca (maladie du bois). A ce jour, il i aucun traitement efficace pour contrer
cette maladie et depuis 2002, son importance awbig ne cesse d’augmenter (Larigrebn
al., 2009).

3.2-Les alternatives aux produits phytosanitaires

3.2.1-La sélection variétale

Aprés les ravages causés par le phylloxéra au dfibltX°™ siécle, des variétés
d’hybrides ont été créées par croisement entreedpéces européennds yinifera) et des
especes ameéricaines résistantes ou des vignesnde Mascadinia. Certains hybrides ont
méme été implantés dans les vignobles, bien qugidéité des vins produits soit médiocre
(Doré & Varoquaux, 2006). En 1935, I'instauraticssdAOCs a contribué a I'arrachage d’une
grande partie de ces hybrides en France, maisudesse sont poursuivies en Allemagne. La
variété Regent, résultat du croisement entre l@&téabDiana (Sylvaner x Muller-Thurgau) et
la variété Chambourcin (hybride américano-européerésente une résistantePaviticola
ainsi gu’enver<. necator, et est cultivée en Allemagne depuis 1996 (Eitsieh., 2007). La
sélection variétale présente cependant deux incdemEs majeurs par rapport a la
transgénése : (i) le nombre de plantes issuesaiseonent est considérable et chaque plante
doit étre testée afin de s’assurer qu’elle posgggiearactéres souhaités, (ii) la stabilisation de

la lignée est longue a obtenir, surtout si le cygdeléveloppement de la plante est lent.

3.2.2-La transgénese

La transformation génétique est une solution édtive intéressante en terme de
protection des plantes puisqu’elle consiste enrbutuction de génes de résistance/tolérance
inexistants dans la plante ou la sur-expressiorgssmpn de genes déja existants dans le
patrimoine génétique initial sans modification desactéres agronomiques ni de la qualité
des produits (Punja, 2001 ; Frandtsal., 2006 ; Gilbertet al., 2006). Une autre stratégie
consiste a transférer des génes codant des pret@pables d’inhiber une fonction nécessaire
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Tableau 3 Exemples de MAMPs (microbial-associated molecplatterns) et DAMPs (dammage-associated
molecular patterns). DAPG : 2,4-diacétylphoroglotinNLP : protéines inductrices de nécroses ; PGplRant

growth-promoting rhizobacteria (d’aprés Jourgaal., 2008 ; Postel & Kemmerling, 2009).

éliciteur

origine

MAMPs

isolés d'agents pathogenes
transglutaminase
EF-Tu
xylanase
harpine
ergostérol
chitine
élicitines
inverstase
NLP

communs aux agents pathogénes et aux PGPR

lipopolysaccharides (LPS)
flagelline (peptide Flg22)

isolés de PGPR
pyoverdines
acide salicylique, pyocheline
DAPG
pyocyanine
surfactine, fengycine
butandiol
N-acyl homosérine lactone

Phytophthora sp.
bactéries gram négatif
Trichoderma sp.
bactéries gram négatif
champignons
champignons
Phytophthora sp., Pythium sp.
levures
bactéries et champignons

bactéries gram négatif
bactéries gram négatif

Pseudomonas fluorescens
P. fluorescens, Pseudomonas putida
P. fluorescens
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus subtilis
B. subtilis, Bacillus amyloliquefaciens
Serratia liquefaciens

DAMPs

oligouronides
cellodextrines
monomeres de cutine

pectines (paroi)
cellulose (paroi)
cuticule
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au déroulement du processus infectieux de l'agehgméne (Cornelissen & Melchers,
1993). Le séquencage de la vigne (Jaidbal., 2007) va d’ailleurs accélérer les possibilités
de transgénese par l'identification de genes imgkgdans la résistance contre divers agents

pathogenes.

Il existe ainsi différentes possibilités de tranmsge permettant de lutter contre les
agents pathogenes de la vigne. Par exemple, ljpocation d’'un géne codant une STS a
permis d’accroitre la production de resvératrolsdés plantes transgéniques (Feiral.,
2008) et une meilleure résistance de vitroplanésawis deB. cinerea (Coutos-Thévenogt
al., 2001). La présence d’'un gene codant une endoabéiréduit également I'infection
cinerea (Kikkert et al., 1997 ; Reischet al., 2003). Bien que la directive européenne
2003/11/CE autorise la préparation de plants temgges de vigne, la profession viti-
vinicole reste opposée a l'utilisation de tels marcraignant pour la réputation des vins
francais au niveau international. De plus, les oomsateurs sont majoritairement contre
I'utilisation d’organismes génétiguement modifi€&3Ms) comme le montre la destruction
de parcelles expérimentales de I'INRA de Colmar2€09 et 2010. De ce fait, d'autres

moyens de lutte doivent étre envisages.

3.2.3-Les éliciteurs

Les éliciteurs, tout comme I'utilisation de microganismes bénéfiques, s’inscrivent
dans le contexte de la lutte biologique. Des exempml'éliciteurs sont présentés dans le

Tableau 3.

3.2.3.1-Les MAMPs

Anciennement appelés éliciteurs exogenes, ce sogéreral des éléments nécessaires
a la survie des micro-organismes, donc conservéars de I'évolution (Lyon, 2007 ; De
Vleesschauwer & Hofte, 2009). Leur nature est eariglycoprotéines (Poinssettal., 2003 ;
Garcia-Bruggeset al., 2006), oligosaccharides (Klarzynsdtial., 2000 ; Rabeat al., 2003)
ou composeés lipidiques (Amboraétéal., 2003 ; Zeidleet al., 2004 ; Varnieet al., 2009).

Les composants principaux de la paroi des champgyriohitine, glucanes, ergostérol,

sphingolipides) sont d’excellents éliciteurs (Zhahgl., 2002 ; Umemurat al., 2004 ; Lyon,
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2007 ; Zhanget al., 2010). Ces derniéres années, de nombreuses @éntégalement porté
sur les lipopolysaccharide& PS) issus de la paroi de bactéries pathogenes (Datialks,
2006) ou bénéfiques (Gerber & Dubery, 2004 ; Gedbeal., 2004 ; Ongenat al., 2007 ;
Rodriguez-Navarroet al., 2007 ; van Loonet al., 2008), ainsi qu'a partir du flagelle
(notamment le peptide flg22 de la flagelline ; Rgdez-Navarroet al., 2007 ; De
Vleesschauver & Hofte, 2009).

Les sidérophores et antibiotiquest paragraphe 3.2.4.3.b) produits par de hombreux
Pseudomonas sp. fluorescents sont capables d’induire des ickectle défense : pyoverdine,
pyocyanine . aeruginosa 7NSK2), 2, 4-diacetylphloroglucinolDAPG ; P. fluorescens
CHAO et Q2-87), pseudobactines (Shoda, 2000 ; Aaeltit al., 2002 ; Haas & Defago,
2005 ; Adam, 2008 ; De Vleesschauwer & Hofte, 2009s champignons synthétisent
également des molécules élicitrices : les peptaibbkylanases produits parichoderma sp.
(Harmanet al., 2004 ; Harman, 2006 ; Hoitingt al., 2006 ; De Vleesschauwer & Hofte,
2009), et les élicitines dehytophthora sp. etPythium sp. (Lyonet al., 2007). D’autres micro-
organismes vont produire de I'AS (van Loehal., 1998) ou des composés organiques
volatiles ¥OCs) : NO, 2,3-butanediol (Ryet al., 2004 ; Lyon, 2007 ; De Vleesschauwer &
Hofte, 2009).

3.2.3.2-Les DAMPs et produits végétaux

De nombreux DAMPs (Hémagy al., 2009 ;cf paragraphe 2.2), anciennement appelés
éliciteurs endogénes, et d’extraits de plantesététcaractérises comme agent éliciteur ces
dernieres années : brassinolide, oligogalacturenidealate, extraits Hedera helix, VOCs
produits en réponse a une blessure et extraitgudal marines (Bouaraét al., 1999 ;
Klarzynskiet al., 2000 ; Nakashitet al., 2003 ; Lyon, 2007).

Les molécules de signalisation (AJ, ET, AS etdeumtermédiaires et dérivés) sont
aussi capables d’éliciter les mécanismes de dé{@skadijet al., 2006 ; Fauriet al., 2009 ;
Radhakrishnan & Balasubramanian, 2009). Par exent®l8 augmente les activités de
plusieurs enzymes dont les inhibiteurs de protédedrypsine et de chymotrypsine tout en
potentialisant leurs activités ch€mrcuma longa (L.) au contact d@ythium aphanidermatum
(Radhakrishnan & Balasubramanian, 2009). Le MedHitda taille des nécroses causées par

B. cinerea chez la tomate. Cette protection durable induitsyathése de la LOX et la

52






Introduction générale

formation de FAOs permettant d’activer la voie geteése de I'ET (Yt al., 2009). Chez le
riz, la riboflavine (vitamine) et I'AJ potentialise I'expression de la LOX qui va activer la
voie des phénylpropanoides aboutissant a une audgtieendu processus de lignification,
assurant ainsi une protection conRigizoctonia solani (Taheri & Tarighi, 2009). D’autres
composés plus ou moins connus peuvent égalementagme éliciteurs : la saccharine et la
laminarine (Ménardtt al., 2004 ; Lyon, 2007), le BABA (Ton & Mauch-Manip@4). Des
acides gras, tels que les acides arachidoniqueléigque, oléique et éicosapentaenoique
induisent une résistance systémique coRtmgtophthora infestans chez la pomme de terre
(Cohenet al., 1991).

Les UV et des composeés d'origine abiotique peuaassi stimuler les mécanismes de
défenses des plantes dont la vigne : le cuivredégant utilisé comme fongicide), le chlorure
d’aluminium, le calcium, les sels de phosphateeepdtassium (Langcake & Pryce, 1977 ;
Adrianet al., 1996 ; Coulomlgt al., 1998 ; Reuveni & Reuveni, 1998 ; Bonomellal., 2004
; Borieet al., 2004).

3.2.3.3-Les éliciteurs commercialisés

Certains fongicides peuvent avoir une action amsge directe sur les agents
pathogénes, et en méme temps induire une résista@mryzematé dont le composant actif
est le probenazole, le DDCC (2, 2-dichloro-3, 3-glinylcyclopropane), le pyraclostrobin
(métabolite actif du probenazole), le Tafiusnolécule : proquinazide) sont des fongicides
éliciteurs utilisés en champs (Lyon, 2007 ; Ges al., 2010). Parmi les éliciteurs
commercialisés, certains sont synthétiques. Le ghmiu est le BTH, commercialisé sous le
nom Biorf. Il protége le blé contre le mildiou ot son efité peut persister jusqu'a 10
semaines (Ruesda al., 1996), la tomate (Nombela al., 2005) ainsi que le tournesol
(Buschmannet al., 2005). L'INA et le NCI (N-cyanomethyl-2-chlor@sicotinamide)
peuvent étre appliqués sur différentes culturesngerte citron et le riz (Lyort al., 2007).
Les éliciteurs commercialisés peuvent égalemerg dtorigine naturelle. On peut par
exemple citer I'harpine (Messen§eou Stifeni&), le chitosan (ElexXd"), connu aussi pour
ses propriétés antifongiques, et les oligosacchsridsus d’algues comme la laminarine
sulfatée (lodus 40; Leadbeater & Staub, 2007 ; Yéhal., 2010). Les vitamines B1 et B2, la
riboflavine, l'acide cholique (acide biliaire desimaux) et les UV-C peuvent aussi étre

utilisés au champ afin de protéger les culturea(&@hchandrat al., 2004 ; Lyon, 2007).
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3.2.3.4-Les éliciteurs de la vigne

Plusieurs éliciteurs sont actuellement testés isag sur la vigne afin de la protéger

contre divers agents pathogenes, notamiBectinerea (Elmer & Reglinski, 2006).

L’ergostérol (stérol majeur des champignons) éidtés mécanismes de défense de
cultures cellulaires STS, synthése de LTPs, accumulation de resvératrajUitaineet al.,
2006). Bruet al. (2006) ont aussi obtenu une activation de plusieg¢ponses de stress sur des
cultures cellulaires avec une cyclodextrine modifiéa cellodextrine provoque un influx de
Cca&*, un burst oxydatif (bD,) et induit I'expression d'enzymes de la voie des
phénylpropanoides et de protéines PR (Aatial., 2007). Le chitosan, composé issu de
I'exosquelette de crustacés ou d’insectes, stifauldOX et la PAL, induit la production de
phytoalexines et de protéines PR (type glucanashitihase), assurant aux feuilles de vigne
une protection contrB. cinerea (Ait Barkaet al., 2004 ; Azizet al., 2006 ; Trotel-Azizt al.,
2006). La laminarine induit les événements précdeedéfense (influx de &2 alcalinisation
du milieu, ‘burst oxydatif’), I'expression de gends défense (commghit4C) ainsi que la
production de phytoalexines, ce qui permet uneeptmn contreB. cinerea et P. viticola
(Aziz et al., 2003 & 2004). De plus, la laminarine sulfaté& PBtentialise certaines réponses
de défense (production d;B,, induction de I'expression de genes de défenspdtdéde
callose et de composés phénoliques, et la RH) waunidu site d’infection de. viticola
(Trouvelotet al., 2008). Des rhamnolipides, issus REeudomonas aeruginosa, induisent un
influx de C&", I'activation de MAPK et la production de FAOs. <Cévénements précoces
engendrent par la suite la RH et I'induction dexpeession de genes de défense tels que
Chit4C, PIN et Gluc (Varnier et al., 2009). De plus, ces rhamnolipides peuvent avog
activité antagoniste directe envdscinerea et ils protégent la vigne contre ce champignon
(Varnier et al., 2009). Les oligogalacturonides peuvent égalenmestire I'expression de
Chit4C (Aziz et al., 2004 & 2007). L'endopolygalacturonase BcPG1l|éisca partir deB.
cinerea souche T4, induit un influx de &ala production de FAOs, I'activation de MAPKs,
I'expression de génes de défense et la producophytoalexines (Poinsset al., 2003).
Plus tard, Vandellet al. (2006) ont démontré que la production de NO, itedpar BcPG1,
est impliguée dans l'induction de I'expression @etains géenes de défense tels §éd et
STS
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Fig. 27 : Classification des micro-organismes bénéfiqugGA : biocontrol agent; PGPB : plant growth-
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promoting bacterium ; PGPF : plant growth-promotifugpngus ; PGPM : plant growth-promoting microorigam
; PGPR : plant growth-promoting rhizobacterium ;BPG. plant growth-promoting yeast (d’apres Lugtenghet
al., 2001 ; Compardt al., 2005a ; Bent, 2006 ; El-Tarabily & Sivasithangar 2006 ; Avist al., 2008).

Tableau 4 Exemples d’interaction entre des PGPMs (‘planingh-promoting microorganism’) et leurs plantes

hétes. PGPR : plant growth-promoting rhizobacterj®&PF : plant growth-promoting fungus.

Micro-organismes Héte Références
Enterobacter ludwigii ray-grass Shoebitz et al. (2009)
Pseudomonas aurantica SR1 blé, mais Rosas etal. (2009)
Pseudomonas sp caféier, pin, vigne, pomme de terre, carotte... Siddiqui (2005) ; Mercado-Blanco & Bakker (2007)
P Pseudomonas aeruginosa LES4 sésame Kumar et al. (2009)
G Pseudomon.as aeruginosa, Burkholderia piment Siddiqui & Meon (2009)
p cepacia, Serrtia marcescens
R Pseudomonas fluorescens ceillet, blé, tomate, radis, ceillet Siddiqui (2005) ; Choudhary & Johri (2009)
Rhizobium spp. pomme de terre, haricot, pois Avis etal. (2008)
Serratia marcescens concombre, tabac, arabette Adam, 2008
Bacillus subtilis tomate, concombre Ongena etal. (2005a, 2005b, 2007)
Bacillus thuringiensis caféier, betterave, tabac, trefle Adam (2008)
P Penicillium oxalicum melon, pasteque De Cal etal. (2009)
G Fusarium oxysporum bananier Paparu etal. (2007)
P Glomus spp. haricot, tomate Avis etal. (2008)
F Trichoderma spp. Avis etal. (2008)
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Concernant les molécules signal, Busaral. (1997) ont démontré qu’une application
d’AS stimule I'accumulation de protéines PR sur aedtures cellulaires, celle-ci étant
eégalement observée sur les racines, feuilles, ejdmies (Renaubt al., 1996 ; Derckekt
al., 1996 & 1998). Le MeJA induit I'expression BB-1, PR-2, PR-8, PAL, PIN (inhibiteur de
protéase, PR-6) &hit4C (Repka, 2001 ; Replat al., 2004 ; Belhadgt al., 2008b ; Fauriet
al., 2009), la production de phytoalexines (Faetial., 2009) et d’AS (Belhadjt al., 2008b)
sur cultures cellulaires, ainsi qu’une accumulatiencallose chez les plantes (Belhetdl .,
2006).

3.2.4-Les micro-organismes bénéfiqgues

Une autre alternative a l'utilisation des pestisid®nsiste en ['utilisation de micro-
organismes bénéfiques. Ce sont essentiellementckaspignons, bactéries et levures.
Bakkeret al. (2003) les classent selon qu’ils interagissergai@ment ou indirectement avec
la plante. Récemment, Avig al. (2008) ont proposé les term@&PM (‘Plant Growth
Promoting Microorganism’) pour les micro-organismes qui agisssur la plante, eBCA
(‘BioControl Agent’) pour ceux qui agissent sur les agents péathegy(Fig. 27). Cependant, il
est trés fréquent gu’un micro-organisme bénéfiquisse étre a la fois un PGPM et un BCA.
En raison de leurs effets bénéfiques sur leurstggambtes, ils suscitent un tres grand intérét
en agriculture (Morrisewgt al., 2004 ; Morgaret al., 2005).

3.2.4.1-Classification des PGPMs

L’action principale desPGPMs est souvent la stimulation de la croissance de leu
plante hote. En raison de leur nature, leur origihéeurs actions, plusieurs termes ont été
avancés ces derniéres années afin de les clagdifieprécisément. Ainsi, les terme&PF
(‘Plant Growth Promoting Fungus’), PGPY (‘Plant Growth Promoting Yeast’) etPGPB
(‘ Plant Growth Promoting Bacterium’) permettent de différencier les PGPMdarction de
leur nature (Fig. 27 ; Bent, 2006 ; El-Tarabily &&sithamparam, 2006 ; Compagital.,
2005a). De nombreux PGPMs ont été isolés récem(iableau 4). Les principaux PGPFs
sont affiliés auxrrichoderma sp.,Pythium sp. etFusarium sp., les PGPBs alRseudomonas
sp. etBacillus sp et les PGPYs awandida sp., Trichosporon sp.,Cryptococcus sp. etPichia
sp. Leur action est généralement hote-dépendanie eedains PGPMs ont la possibilité

d’engendrer des effets bénéfiques sur diversedgdainfin, une autre classification basée
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Fig. 28: Types de micro-organismes endophytes et lesswiéepénétration racinaire possibles. En rouge : le
micro-organismes endophytes occasionels ; en Hegimicro-organismes endophyes opportunistegaware :

les micro-organismes possédant la machinerie ertmymeanécessaire pour la pénétration (Hardetnal.,
2008).
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sur la localisation existe pour les PGPBs. La ptupes PGPBs sont présentes dans la
rhizosphere, zone de quelques millimetres entoutansysteme racinaire des plantes
(Lugtenberget al., 2001 ; Companét al., 2010). Il s’agit d’'une zone trés riche en micro-
organismes ou de nombreux échanges s’effectuentgévat al., 2005). Le termd°GPR

(‘Plant Growth-Promoting Rhizobacterium’) désigres @ GPBs.

3.2.4.2-Les micro-organismes endophytes

a-Définition

Certaines bactéries et champignons ont la capaeipEnétrer a l'intérieur de la plante
sans engendrer de symptémes. Un micro-organisneesidéré comme endophyte lorsqu’il
est isolé d’'un organe de la plante dont la surtaga été stérilisée préalablement (Hallmann
et al., 1997 ; Iniguezt al., 2005 ; Hest al., 2009). Les PGPRs endophytes ont été classées en
deux groupes : les PGPRs extracellulaireBGPR) qui colonisent la rhizosphere, le
rhizoplan et les espaces entre les cellules dwexatcinaire, et les PGPRs intracellulaires
(iPGPR) qui existent a I'intérieur des cellules racinajrgénéralement dans les nodules (Gray
& Smith, 2005). Les micro-organismes endophytebliésent ainsi une relation plus étroite
avec leur hote et sont davantage protégés cordrstiess biotiques et abiotiques et peuvent
de ce fait interagir plus longtemps avec la pldrtallmannet al., 1997). Les effets de cette
interaction peuvent se manifester par une promotiencroissance, une protectiona
'induction de I'ISR et/ou une action antagonistéredte sur les agents pathogénes
(Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006 ; Megtaal., 2008 ; Ryaret al., 2008 ; Baileyet al.,
2009 ; Haristet al., 2009 ; Heet al., 2009).

b-Pénétration au sein de la plante

La plupart des PGPRs peuvent coloniser leur hétiagbn endophytique (Stuezal.,
2000 ; Lodewyckoet al., 2002 ; Novak & Shulaev, 2003). Au niveau radi@gla colonisation
endophytique peut se réaliser de différentes fagbast d’abord la zone d’émergence des
racines secondaires constitue une ouverture nktupgrmettant I'entrée des PGPRs a
I'intérieur de la plante (Fig. 28 ; Hardoist al., 2008 ; Compangt al., 2010). Ensuite, des
blessures peuvent également permettre I'entrée RI8BRs (Lodewyckxet al., 2002 ;

Hardoim et al., 2008). Enfin, une autre possibilité consistelarsécrétion par le micro-
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Tableau 5 : Exemples de micro-organismes endophytes.

Souche

Plante hote

Références

Pseudomonas fluorescens Pfl, Bacillus spp. EPB22

bananier

Harish etal. (2009)

complexe Burkholderia cepacia, Enterobacter sp.,
Pantoea sp., Kluyvera sp., Klebsiella sp.

canne asucre

Mendes et al. (2007) ;
Magnani et al. (2010)

Pantoea agglomerans

eucalyptus

Ferreira et al. (2008)

Phyllobacterium sp. (EBBLQO1)

Epimedium brevicornu

He et al. (2009)

Pantoea sp., Microbacterium sp., Frigoribacterium sp.,

Bayman (2007) ; Rijavec et al.

Bactéries Bacillus sp., Paenibacillus sp., Sphingomonas sp. mais (2007)
Alcaligenes sp., Baulll_Js sp., Enterob_acter cloacae, IS Araujo etal. (2001)
Curtobacterium flaccumfaciens
souche non-identifiée tabac Mastretta et al. (2009)
Enterobacter asburiae JM22 coton Quadt-Hallmann etal. (1997)
Pantoea sp., Ochrobactrum sp., Serratia marcescens, . Verma et al. (2004) ;
Rhizobium sp. Gyaneshwar etal. (2001)
. . Mejia et al.(2008) ; Bailey et
Trichoderma sp. cacaotier al. ( 2009)
Cladosporium sp., Nemania sp., Rhytismataceae sp. pin Ganley et al. (2008)
Colletotrichum gloesporioides, Guignardia citricarpa, . . .
ichum g poria . ug acitricarp citronnier Araujo etal. (2001)
Champignons Cladosporium sp.
Colletotrichum sp., Fusarium sp., Penicillium sp. caféier Vega etal. (2009)
Piriformospora indica orge Waller etal. (2005)
Trichoderma asperellum T34 arabette Segarraet al. (2009)

Glomus intraradices

Medicago truncatula

Liu etal. (2007)

Tableau 6 : Micro-organismes endophytes naturels de lavigne.

Origine Espéece endophytique

Références

racines Acinetobacter Iwoffii

Trotel-Aziz et al . (2003)

Bacillus fastidiosus
Comamonas terrigena
Enterobacter agglomerans
Enterobacter cloacae
Klebsiella ozaenae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella terrigena
Moraxella bovis
Pseudomonas cichorii
tige Pseudomonas corrugata

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas marginalis
Pseudomonas putida
Pseudomonas syringae
Pseudomonas spp.
Rahnella aquatilis
Rhodococcus luteus
Staphylococcus spp.
Xanthomonas campestris

Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)

Trotel-Aziz et al . (2003)

Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)
Bell et al . (1995)

Curtobacterium spp.
Streptomyces spp.

S Bacillus pumilus Thomas (2004)
P Brevibacillus spp. Thomas (2006)
feuilles Pantoea agglomerans Trotel-Aziz et al. (2003)
Burkholderia phytofirmans Lo Piccolo et al. (2010)
Bacillus spp.
pied TR Wes et al. (2010)
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organisme d’enzymes dégradant les parois cellglalela plante telles que des cellulases,
endoglucanases, polygalacturonases ou xylanasesé¢&lywart al., 2001 ; Lodewyckxet
al., 2002). Cette sécrétion enzymatique est de faibdmsité et occasionnelle dans la mesure

ou elle n'aboutit pas a la destruction des tisRasénblueth & Martinez-Romero, 2006).
La pénétration au niveau de la tige peut se faigeles blessures et la sécrétion
d’enzymes. Au niveau foliaire, la pénétration ailgenéralement par les stomates (Hardoim

et al., 2008).

c-Exemples de micro-organismes endophytes

De nombreux micro-organismes endophytes ont étésisopartir de diverses plantes
(Tableau 5). En effet, grace a leur étroite refaiwec leur hote et leurs effets bénéfiques sur
ce dernier, ils présentent un intérét particulietwgte biologique (Backman & Sikora, 2008).
Les champignons endophytes ont été tres étudiédecrires années du fait de leur capacité
a synthétiser de nombreux métabolites secondafesu(zet al., 2002 ; Suryanarayanaah
al., 2009).

d-Les micro-organismes endophytes naturels deglaevi

Plusieurs études ont porté sur la caractérisatiea populations endophytiques
naturelles de la vigne (Tableau 6). Certaines de bactéries Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp. etPantoea sp.), issues du vignoble champenois, protegerigtee contreB.
cinerea (Trotel-Aziz et al., 2003 ; Magnin-Robemrdt al., 2007). Des études menées par Ait
Barka et al. (2000 & 2002) et Companét al. (2005b & 2008a) ont démontré que
Burkholderia phytofirmans souche PsJNI paragraphe 4.3.2) peut pénétrer dans les radines e
diffuser jusqu’aux feuilles et inflorescenc@a les vaisseaux du xyleme, et protéger la plante
contreB. cinerea. Récemment3. phytofirmans a été retrouvée dans les vignobles italiens (Lo
Piccoloet al., 2010).

3.2.4.3-Modes d’action des micro-organismes bénéfiq

Bien que les micro-organismes soient classés enviR@R BCAs, il est tres fréquent

gu'ils posseédent certaines propriétés de ces deoxpgs simultanément (Siddiqui, 2005 ;

57



--------------------------------- || Rhizobium spp. (PGPM) Glomus spp. (PGPM)

Nitrogen fixation
Plant growth regulation
P-solubilization

Plant mineral nutrition
Increase water uptake

| Improved growth |

--»| Siderophore production |~\ R

~ c c

] k)
N 2 a
- ---» Induced plant resistance [ =~ ==~ > O U 2]
» & Q.

»| Antimicrobial compounds 7 2 - o --
> P 7 [———(Beneficial effect on the plant )<—— 3
Q )]
@ @
Parasitism L —" 3 3
Competition o o

Increased plant nutrition
Production/degradation of
plant growth factors

4 e

- ~

\| Antimicrobial compounds |<—

Production of exsudates

- Stimulation of antagonistic
microorganisms

Improved nutritional status
1
of the plant

Competition <
Induced plant resistance

I Trichoderma spp. (BCA) |

| Pseudomonas spp. (BCA) [

Fig. 29: Modes d’action de quelques PGPMs (plant growthvwting microorganism) et BCAs (biocontrol
agent). Les traits pleins représentent les effétg@fiques primaires du micro-organisme sur la plantes traits

en pointillés les effets bénéfiques secondairess(éhal., 2008).

Micro-organismes bénéfiques

antagonisme

compétition nutriments

infection

S
>

Agents pathogénes

&
<€

mécanismes de défense

détoxification

potentialisation

ISR

Plante

Fig. 30 : Schéma représentant la relation tripartie emtstntre la plante, I'agent pathogene et le micro-

organisme bénéfique. ISR : résistance systémiglwgtan



Introduction générale

Avis et al., 2008 ; Shoebitzt al., 2009). Les propriétés de certains PGPMs et BG#s
récemment été décrites (Fig. 29 ; Asisl., 2008).

a-Modes d’action des PGPMs

Un PGPM peut posséder différentes propriétés. @mament aux BCAs, il agit
directement sur la plante. Ainsi, il stimule laissance de son héte et peut lui conférer une
protection envers certains agents pathogerzelinduction d’'un état de potentialisation et/ou
de I'ISR (Fig. 30 ; Kloeppest al., 1999).

Il est clairement établi que les PGPMs stimulerréassance des plantes ce qui a pour
conséquence un meilleur rendement. En fait, ceaqrhénes sont observés car les PGPMs,
principalement les PGPRs, agissent sur la plante pér divers mécanismes telles qu'une
détoxification du sol (métaux lourds), un apportrettriments (azote, fer, zinc, phosphate),
une production de composés volatiles, de phytohne®dAIA, CK et GA) ou une synthese
d’enzymes (Fig. 31 ; Bloemberg & Lugtenberg, 20®ing & Boland, 2004 ; Compast al.,
2005a ; Siddiqui, 2005 ; van Loon, 2007 ; Spaegeah., (2009) ; Rosaset al., 2009 ; Yangt
al., 2009). Par exemple, I&hizobia (Rhizobium sp.,Bradyrhizobium sp.,Mesor hizobium sp.
et Snorhizobium sp.) sont connus pour former des relations syngues avec les
légumineuses et améliorer la fixation de l'azote lpaformation de nodosités (Avig al.,
2008). De plus, certaines PGPRs protégent égaleleemiantes contre les stress abiotiques
(Timmusk & Wagner, 1999 ; Yarg al., 2009).

De nombreuses PGPBs ont la capacité de synthdeshlA a partir du tryptophane
(Persello-Cartieawet al., 2003 ; Kanget al., 2006 ; Aviset al., 2008). Cette hormone
favorise entre autre la rhizogénése, donc I'élaimrad’un systeme racinaire plus développé
assurant un meilleur apport en nutriments et en Bauplus, certaines PGPBs secrétent
'ACC déaminase qui permet de cliver 'ACC, préaus de I'éthylene qui inhibe la
croissance racinaire et induit la sénescence (Glicd., 1998 ; Vessey , 2003 ; Sturz &
Christie, 2003 ; Ping & Boland, 2004 ; Sessitecal. 2005).

Les PGPMs peuvent aussi agir indirectement sumieso-organismes pathogénes en

stimulant le développement des barrieres naturdiasplantes (Siddiqui, 2005 ; Compant
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al., 2007 ; Pieterse & van Loon, 2007). Ainsi, l'aggmathogene rencontrera plus de
difficultés a coloniser la plante lors du processfisctieux.

b-Modes d’action des BCAs

Les BCAs agissent directement sur les agents patiesg lls peuvent inhiber leur
développement ou les détruire de differentes mesiersynthése d’antibiotiques et/ou
d’enzymes, parasitisme, compétition pour les nighsslogiques ou les nutriments (Shoda,
2000 ; Bakkeret al., 2003 ; Compangt al., 2005a). Ainsi, ils agissent indirectement sur la
plante par la suppression de son agent pathogémgi @ugmente son rendement.

Les BCAs peuvent parasiter les agents pathogeneamneent par la synthése
d’enzymes lytiques (chitinases, glucanases, cslglaqui vont dégrader les parois de I'agent
pathogene (Whipps, 2001 ; Compandl., 2005a ; Siddiqui, 2005 ; Harman, 2006).

La compétition pour les nutriments se fait génénalet par la disponibilité en fer dans
le milieu. De nombreuses bactéries et champignon$ capables de produire des agents
chélateurs appelés sidérophores qui vont piégir lprésent dans le milieu, privant ainsi les
autres micro-organismes de cet élément qui peetidgtdispensable a leur développement ou
leur pouvoir pathogene (Lemancegiwal., 2009). lIs peuvent méme éliciter les mécanismes
de défensect paragraphe 3.2.3.1).

L’antibiose est probablement le mécanisme le ptusa et peut-étre le plus répandu
chez les BCAs. De nombreux BCAs synthétisent dewlméites a activités antifongiques
et/ou antibactériennes qui inhibent la croissanes agents pathogeneBacillus subtilis
produit plusieurs antibiotiques : zwittermycined®nosamine, lipopeptides des familles de la
surfactine, iturine, fengycine (Peypoetxal., 1999 ; Bonmatiret al., 2003 ; Linet al., 2005 ;
Rahmanet al., 2007). Récemment, Zhaet al. (2009) ont découvert deux nouveaux
antibiotiques produits parmBacillus vallismortis. Chez les Pseudomonas sp., l'acide
cyanhydrique (HCN), le viscosamide, la pyoluteorine DAPG, la pyrrolnitrine, les
phénazines et les butyrolactones ont été identifideme antibiotiques (Raaijmakessal.,
1995 ; Whipps, 2001 ; Haas & Keel, 2003 ; Haas &dge, 2005).Sreptomyces sp. et
Senotrophomonas sp. sont également capables de produire des atigies (Kimet al.,
1999 ; Nakayamat al., 1999).
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3.2.4.4-Micro-organismes utiles pour lutter coBreinerea chez la vigne

Chez la vigne, certains champignons ou bactérigagitent d’améliorer la résistance
aB. cinerea (EImer & Reglinski, 2006). Les premiéres études morté sur legrichoderma
sp. (Duboset al., 1978 & 1982). Des formulations a baseTdénarzianum et T. viride ont
méme été commercialisées en tant qu’'Botiytis, avec une efficacité parfois équivalente
aux programmes de référence (Harreal., 1996 ; Latorreet al., 1997 ; Sesada al., 1999).
Actuellement, le produit Serendtiéformulation & base dBacillus subtilis QST713) est
homologué provisoirement pour la protection desppes contre la pourriture grise
(www.serenade-biofungicide.com). Les effets d’autrmicro-organismes sur la vigne
(Candida sp., Cladosporium sp., Ulocladium sp. etBacillus sp.) ont également été étudiés
(Munkvold & Marois, 1993 ; Pau&t al., 1997 & 1998 ; Zahavet al., 2000 ; Elmer &
Reglinski, 2006).

Ces dernieres années, plusieurs bactérigsndtobacter sp., Pseudomonas sp.,
Bacillus sp. etPantoea sp.), isolées a partir du vignoble champenois, @®Bt capables
d’activer des réponses de défense dans des feeilldss grappes au vignoble et d’inhiber la
croissance d8. cinerea (Magnin-Robergt al., 2007). Récemment, Logmahal. (2009) ont
isolé difféerentes souches d’actinomycetes de laodphere de ceps sains de vignobles
marocains. Parmi celles-ci, Sreptomyces sp. et 3Micromonospora sp. ont montré des
propriétés antagonistiques envdss cinerea et induisent méme une protection contre ce
champignonin vitro. De méme, Verhaged al. (2010) ont démontré quie. fluorescens
CHAO etP. aeruginosa 7NSK2 induisent une protection contre ce champigmotamment

par la potentialisation de la biosynthese de phgkiaes.

Au sein de notre laboratoire, nous travaillons dgeplus de 10 ans sur l'interaction
entre la vigne eBurkholderia phytofirmans souche PsJNc{ paragraphe 4.3). Cette PGPR
posseéde une activité antagoniste enrginerea in vitro et protege la plante contre ce
champignon. A ce jour, les mécanismes impliqués daprotection de la plante n’ont pas été

déterminés.
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4-L es Burkholderia sp.

4.1-Description du genre

Le genreBurkholderia (en hommage au phytopathologiste Walter H. Burkdmgla
éte créé en 1992 par Yabuuehial. (1992). Auparavant affiliées audseudomonas sp. de
groupe 1l, de nombreuses bactéries ont été reelagg@ice aux avancées technologiques en
biologie moléculaire enBurkholderia sp. de par la nature de leur ARN ribosomal.
Actuellement,Burkholderia sp. regroupe plus de 40 espéces (www.bacteridtitolées a
partir de diverses niches écologiques (Coenye &fdamme, 2003 ; Vandamneeal., 2007 ;
Compantet al. 2008Db).

Ce genre se caractérise par des bactéries granmifnégaobies, non sporulantes,
possédant un ou plusieurs flagelles de type podaitexception deB. mallei. Elles possedent
toutes une activité catalase ainsi qu’'une activitgdase (excepté dB. gladioli) plus ou
moins forte. Elles sont capables d'utiliser diverseurces de carbone comme les sucres, les
alcools et les acides aminés (Vandammteal., 2007). En 2007, les génomes de 9
Burkholderia sp. étaient entierement séquencés, 17 en coufmitien et 6 en projet de
séquencage (Mahenthiralingam & Drevinek, 2007)gEaome a une taille moyenne de 7,5
Mb (un des plus grand parmi les bactéries de typengnégatif) et est organisé en deux
réplicons (définis comme chromosomes) a I'exceptie. xenovorans et des membres du
complexeB. cepacia qui en possedent un troisieme (Mahenthiralingarbr&vinek, 2007).
Leur séquencage a d’ailleurs mis en évidence iebesse en séquences d’insertion (nombre

et diversité), reflétant ainsi leur étonnante céapateévolution.

Un certain nombre dBurkholderia sp. est connu pour étre pathogéene chez ’homme et
les animaux B. mallei, B. pseudomallei et les membres du compleBe cepacia), ainsi que
chez les plante<f( paragraphe suivant). Cependant, de hombreusessetund démontré que
plusieurs souches possédent d’excellentes aptitpoles une utilisation en lutte biologique,
bio-remédiation ou la promotion de croissance de f@ante héte (Coenye & Vandamme,
2003 ; Denef, 2007 ; Compasital., 2008b).
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Fig. 32: Exemples d’interaction entre les plantes etRlg&holderia sp. phytopathogénes. /A: andropogonis-
sorgho ; B :B. plantarii-riz (B1 : plant sain, B2 : plant malade) ; ®. cepacia-oignon ; D :B. caryophylli-
ceillet ; E :B. glumae-riz ; F :B. gladioli-orchidée (Gonzale&t al., 2007).
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4 .2-L esBurkholderia sp. en interaction avec les plantes

Bien que largement répandues dans la nature, céSriea sont surtout retrouvées en

association avec les plantes.

4.2.1-L esBurkholderia sp. phytopathogenes

LesBurkholderia sp. pathogenes sont responsables de nombreusadiendklles que
dépérissements, pourritures, développement ddeauil malformations physiologiques (Fig.
32). B. andropogonis est responsable de la maladie des rayures ducdFidn 32.A) et des
taches foliaires chez les pois mascahdac(ina pruriens). Elle est capable de coloniser plus
de 52 espéces de plantes regroupées en 15 farftiiteber et al., 2004), telles que les
céréales, le caféier, le treflB. caryophylli peut infecter’ceillet a la suite de blessures. Les
symptdomes engendrés (galles ou dépérissement) goarattérie sont fonction de la
température (Fig. 32.D ; Gonzalet al., 2007).B. cepacia est responsable de la pelure
glissante de I'oignon (Fig. 32.C). La pathogénéieist plus importante pour des températures
supérieures a 30°C et est due a la secrétion @gnde-polygalacturonase (Parke & Gurian-
Sherman, 2001B. gladioli provoque la pourriture des orchidées (Fig. 32JE)) oignon et
de Il'iris (Keith et al., 2005). Chez le riz, cette bactérie inhibe ldifin@tion deB. glumae et
B. plantarii (Fig. 32.B et 32.E) qui sont responsables de larrgare des grains et des
plantules de riz (Miyagawa, 2000 ; Gonzadeal., 2007).

Les Burkholderia sp. pathogenes possedent de nombreux facteurnsutienge extra-
cellulaires qui leur permettent d’infecter une rtutte de plantes hétes. Différentes enzymes
de dégradation des parois ont été reportées, naatraes polygalacturonasds ¢epacia, B.
caryophylli, B. gladioli etB. glumae) et des cellulase8(caryophylli ; Gonzalezt al., 2007).
De plus, la métallo-protéase ZmpA (responsable rd¢eplyses extracellulaires) peut étre
produite par certaines souches Blecenocepacia (Woppereret al., 2006). Les bactéries
peuvent également synthétiser des toxines, commexgmple laoxoflavine et la tropolone
par B. glumae et B. plantarii respectivement (Gonzalea al., 2007). ChezRhizopus
microspora, des études ont démontré que la rhizopine, toxiesponsable de la
pathogénéicité, n’était pas synthétisée par le gigmon mais par son agent symbiotigBe,
thailandensis (Partida-Martinez & Hertweck, 2005).
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4.2.2-LesBurkholderia sp. bénéfigues

4.2.2.1-Les souches rhizosphériques

Les Burkholderia sp. sont présentes dans le sol, mais c’'est suatoutiveau de la
rhizosphére et des racines qu’elles se concenfi®@ a 4000 fois plus que dans le sol;
Balandreau & Mavingui, 2007). La rhizosphere repnés pour elles un environnement idéal
par la richesse en nutriments (exsudats racinaleg)permettant ainsi d’étre retrouvées dans
la rhizosphere de nombreuses plantes ou elles peterésenter une forte proportion de la
microflore totale cultivable : 88% pour le mais fHaret al., 1992), 40% pour le riz (Tran
Vanet al., 1996), 60% pour la cacahuete (Kokalis-Buretlal., 2002) et 25% pour la canne a
sucre (Vogekt al., 2002). Le mais est la plante la plus étudiédagtude la richesse de sa
rhizosphére eBurkholderia sp. : certains membres du compl&eeepacia (B. ambifaria, B.
cenocepacia, B. cepacia et parfoisB. viethamiensis), B. graminis, B. tropica et B. unamae
(Cabalerro-Mellade&t al., 2004 ; Balandreau & Mavingui, 2007).

Certaines espeéces rhizosphérique8uaidholderia sp. ont la capacité de fixer I'azote
atmosphérique B. viethamensis, B. unamae et B. kururiensis; Tran Vanet al., 1994 ;
Estrada-de-los-Santog al., 2001 ; Cabalerro-Melladet al., 2004), de synthétiser des
sidérophores (cépaciachéline, cépabactine et atmled et des antibiotiques (Balandreau &
Mavingui, 2007), ce qui leur confére un avantagdage pour la colonisation des niches
rhizosphériques par rapport aux autres micro-osyaes présents dans le sol.

4.2.2.2-LesBurkholderia sp. endophytes

Certaines espéces établissent une relation endqpéyavec leur plante héte. Par
exemple,B. cenocepacia a été retrouvée en faible quantité dans le blé diesirat le lupin
(Balandreatet al., 2001). D’autres souches ont été isolées a phuticaféier, du riz et de la
pomme de terre (Baldasi al., 1997). Par exempl®, vietnamiensis, isolée pour la premiere
fois dans des racines de plants de riz, a égaleéténetrouvée dans le mais, le caféier et la
canne a sucre (Estraghal., 2002). Au MexiqueB. tropica colonise en grande quantité le
mais sans développement de symptomes néfastendBzda & Mavingui, 2007), mais cette

espece n'a pas été retrouvée en EurBpphytofirmans souche PsJN (Sessitsetal., 2005),
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isolée a partir de racines d’oignon, est capableoiteniser diverses plantes comme la tomate,

la pomme de terre et la vigne paragraphe 4.3).

4.2.2.3-LesBurkholderia sp. symbiotigues

Les espéces symbiotiques vont engendrer ou favolés€ormation de nodules
racinaires et foliaires. Il a été reporté que lanshignonFrankia sp. associé 8. cepacia
permet d’augmenter le nombre de nodules formégesuacines (jusqu’a 4 fois) chez I'aulne
(Balandreau & Mavingui, 2007). Une soucheBigkholderia sp. a également été extraite de
nodules racinaires Aspalathus carnosa (légume sud-africain). Des especes proches
phylogénétiquement d®&. kururiensis et B. graminis ont été isolées dans des nodules
racinaires deMachaerium lunatum. Celles-ci ont la capacité de former des nodules b
gu’inactives chezMacroptilium atropurpureum car elles possédent des gemés et nod
comparables a ceux identifiés cHezizobium sp. D’autres espéces, comiBecaribenss, B.
dolosa, B. phymatum et B. tuberum, ont également montré de telles capacités (Vandashm
al., 2002).

Les nodules foliaires sont des cavités forméeslauiace inférieure de gquelques
Rubiaceae, comme ledPsychotria sp. par exemple. Une étude menée par Van Oeetkin
(2002), basée sur I'amplification de I'ADNr 16S desbactéries, a démontré que les seuls

amplicons obtenus a partir des nodules foliairgsegt affiliés au genrd®urkhoderia, et

gu’aucun amplicon n’avait été obtenu pour les autigsus.

Enfin, certaines souches peuvent établir une oglatsymbiotique avec des
champignons. C’est notamment le casilgaspora margarita, Scutellospora sp. etRhizopus
sp. ou de®urkholderia sp. ont été retrouvées comme parasites obligatdaas les hyphes et
les spores (Balandreau & Mavingui, 200B)rkholderia. sp. EJP67 augmente le phénoméne
de mycorhization du systéme symbiotidRiaus sylvestris-Lactarius rufus lorsque celle-ci est
présente dans le champignon, 'augmentation dejleomhization étant dépendante de la
densité bactérienne (Aspralyal., 2006).

64






Introduction générale

4.2.2.4-Les effets sur les plantes

L’interaction Burkholderia sp./plante est responsable de diverses modifitatio
environnementales ou physiologiques chez la plaéte. La richesse de leur génome et la
diversité des niches écologiques ou ces bactémnesét@ isolées rendent leur utilisation
possible en biotechnologie végétale et lutte biglog (Balandreau & Mavingui, 2007), ainsi
gu’en phyto-remédiation (Denef, 2007).

De nombreuses souches sont capables de fixerd'gmotla présence du locaoid, ce
qui améliore les apports azotés de la plarBevietnamiensis, B. kururiensis, B. tropica, B.
unamae (Tran Vanet al., 1996 ; Estrada-de-los-Sanwsal., 2001 ; Vandammet al., 2002 ;
Balandreau & Mavingui, 2007). De plus, ces bactepeuvent synthétiser des hormones
directement utilisables par la plante telles gaexine (Balandreau & Mavingui, 2007). Par
exemple, lesPsychotria sp. produisent du diméthyl-tryptamine et la trypitae peut étre
utilisée comme source de carbone par toute8lekholderia sp. (Balandreau & Mavingui,
2007) ou comme préecurseur de l'auxine (Perselldi€zarx et al., 2003). LesBurkholderia
sp. synthétisent une large gamme d’antibiotiquesl@@omposés a activité antimicrobienne
permettant de réduire ou d’annihiler le développamkagents pathogenes chez la plante :
bactériocine, hydroxythréonine, ornibactines, cépaes, altéricidines, monobactames ainsi
que des dérivés de la rhizobitoxine, du résorcimd, la quinoline, de la phénazine
(Balandreau & Mavingui, 2007).

4.3-Burkholderia phytofirmans sp. nov. souche PsJN

4.3.1-Caractérisation et propriétés

Burkholderia phytofirmans souche PsJN a été isolée a partir de racines riinig
stérilisées infectées p&lomus vesiculiferum (Frommelet al., 1991). Tout d’abord affiliée
aux Pseudomonas sp. non-fluorescents, elle fut par la suite res#aserB. phytofirmans sp.
nov. souche PsJN par Sessitgtlal. (2005). Cette bactérie possede une forte acthM@€
déaminase qui permet de réduire la teneur en déthylesponsable de linhibition de

I'élongation racinaire, permettant ainsi d’augmerige développement racinaire et donc la
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promotion de la croissance ; D : antagonisme erBecinerea ; E : protection contr®. cinerea (Ait Barka et

al., 2000 & 2002 ; Comparet al., 2008a).
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croissance de la plante (Sessitsthl., 2005). Une description détaillée de cette bacEst
présentée par Sessitsgtal. (2005).

B. phytofirmans souche PsJN est capable d’établir des populatlinesphériques et
endophytiques avec un grand nombre de plantes mgode terre, tomate, concombre, pois
chiches, pastéque, plants de riz, sphaigne (Froratatl, 1991 & 1993 ; Pillay & Nowalk,
1997 ; Nowak, 1998 ; Salles al., 2006 ; Muthukumarasang al., 2007). Cette interaction
avec les plantes aboutit a la stimulation de leaissance (Nowak, 1998), et peut également
induire une protection contre certains agents gthes. Par exemple, la souche PsJN protege
la tomate contreVerticillium dahliae (Sharma & Nowak, 1998) et possede aussi des

propriétés antagonistes enveBrinerea (Ait Barkaet al., 2000).

Le génome de cette bactérie a été récemment sé&g@enav.burkholderia.com), ce
qui offre de nouvelles perspectives d’étude damstefaction plantes-souche PsJN par
I'utilisation de mutants bactériens. Différenteadsts ont déja été menées avec des souches
mutées de la bactérie sur diverses plantes. Cheantene de terre, le mutaBt phytofirmans
H41, dont le géne muté possede 66% d’homologie B/geénenadc codant une quinolate
phosphoribosyltransférase chBalstonia solanaceraum, colonise de maniere similaire aux
souches sauvages la plante mais ne promouvoitgpasssance (Wang al., 2006b). Les
mutantsacds, qui ont perdu leur capacité ACC deaminase, mohtume synthese plus
importante d’AlA, une diminution de la productiom didérophores et sont incapables de
stimuler I'élongation racinaire chez le colza (%tal., 2009).

4.3.2-L’interaction vigne-B. phytofirmans souche PsJN

La souche PsJN est capable d’établir des poputatiinosphériques et endophytiques
sur des racines de vitroplants et boutures (FigA)38prés inoculation, ainsi que diffuser
jusqu’aux feuilles (Fig. 33.B) et inflorescenoga les vaisseaux du xyleme (Compahdl.,
2005b & 2008a). La colonisation de la vigne paf\Ppdomouvoit la croissance de la plante
(Fig. 33.C) et induit un renforcement de la pareiiwdaire des racines et du xyleme ainsi
gu’'une accumulation de composés phénoliques dansatenes (Compardt al., 2007). La
bactérie possede une activité antagonisteivo enversB. cinerea (Fig. 33.D) et induit
eégalementn vitro une protection contr8. cinerea (Fig. 33.E ; Ait Barkaet al., 2000 &

2002 ; Compant, 2007). De plus, cette bactérieégmtla plante contre le froid: une
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accumulation plus importante de proline, d’'amiddande composés phénoliques chez les
plantes bactérisées a été observée (Ait Betrkh, 2006).

5-Déroulement de la these

Initialement, cette thése portait sur deux sujd¢ttude des défenses dans le bois de
vigne suite a l'inoculation des plantes par la éaetendophyt®. phytofirmans souche PsJN

et la compréhension de I'interaction entre cetiedrée etA. thaliana.

A ce jour, aucun traitement efficace n’est dispteniiour lutter contre les pathogénes
responsables de 'ESCA (maladie du bois). Des tastdro ont révélé que PsJN ne posséde
pas de propriétés antagonistes envers les chanmagmpliqués dans 'ESCA (collection du
laboratoire). Cependant, comme la bactérie PsJitifiedxpression de genes de défense dans
les racines et les inflorescences suite a I'indmnades racines (Compant, 2007), mon travail
consistait & déterminer si ceux-ci le sont égalérdans le bois, car une telle réponse pourrait
étre une solution alternative pour lutter contrééecenaladie. Afin d’étudier I'expression des
genes de défense par PCR quantitative, un protodwegtraction d’ARN (basé sur
I'utilisation du réactif ‘Plant RNA’) a partir dedis a été mis au point (Annexe-Publication5).
De nombreuses difficultés ont été rencontréesadimeproduire tout d’abord le protocole de
bactérisation établi au laboratoire. Plusieurstajuents ont été réalisés afin d’obtenir une
colonisation du rhizoplan (100 % des plants) vaine colonisation endophytique des racines
(variation importante entre les plantes) par PBiEn que I'induction de I'expression de
génes de défense ait été observée dans les ratifeslles, nous n’avons pu obtenir de tels
résultats dans le bois. Par ailleurs, la qualitgsfatogique des boutures que nous avions a
notre disposition apres la premiere année de thesaous a pas permis de réitérer ces

expériences dans des conditions optimales.

En parallele de cette thématique, nous avons éegaletravaillé sur 'interactiom\.
thaliana-B. phytofirmans souche PsJN afin de déterminer les mécanismesqgumegl dans
I'établissement de la protection contre le froidetinerea chez la vigne (par extrapolation).
La premiére étape de ce projet consistait a mattrpoint un protocole de bactérisatioA.d’
thaliana par la souche PsJN. Les expériences menées onntténauie la souche PsJN est

capable de coloniser les racines, dy pénétrer ainsnde 24 heures (colonisation
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endophytique) et de stimuler la croissance dedatpl Cependant, la bactérie ne semble pas
étre capable de diffuser jusqu’aux feuilles. Despla présence de la bactérie ne confére a la
plante aucune protection conBecinerea, et nous n’avons observé aucune potentialisation de

I'expression de génes de défenSBK1-3, PR-1) en réponse a un stress froid.

Etant donné ces différents résultats, nous avonisiééle changer le sujet de la thése.
Ainsi, nous avons étudié les événements engendoddement lors de la perception de la
bactérie par la vigne (cultures cellulaires) et hescanismes de défense impliqués dans la

protection de la plante contre le froidBetcinerea (vitroplants).

6-Objectifs de la these

La vigne, comme toutes les plantes cultivées, esisisle a différents agents
pathogenes. La lutte chimique utilisée actuelleneshtertes efficace sur un grand nombre de
ces pathogénes mais son utilisation répétitiveastsime (la viticulture consomme entre 30 et
50 % des pesticides utilisés en France) a inddaamment une pollution environnementale et
'apparition de souches pathogénes reésistantes. pDs, pour lutter contre d’autres
pathologies comme celles du bois de la vigne, lgsulteurs ne disposent actuellement
d’aucun traitement efficace. La profession viticae retrouve donc dans une situation
paradoxale avec, selon les pathologies, I'appbcati’un nombre trés élevé de produits
phytosanitaires (cas de I'oidium et du mildiou) al’jinverse, I'absence de traitement connu.
Compte-tenu de I'objectif fixé par le Grenelle &nlironnement visant a réduire de moitié
les traitements pesticides entre 2008 et 2018 (anogne Ecophyto 2018), il est primordial de
développer dés maintenant de nouvelles stratégieprdtection des plantes. Parmi ces
solutions alternatives, la lutte biologique et phasticulierement la stimulation des défenses
naturelles de la plante par des micro-organismedesuéliciteurs, est actuellement en plein
essor. Une des propriétés intéressantes des P@&3Rs dans leur capacité a induire des
réactions de défense qui peuvent étre a l'origiedadrésistance systémique induite (ISR),

conférant ainsi a la plante une protection vissaegs agents pathogéenes.
Plusieurs études menées au laboratoire Stressngasfeet Reproduction des Plantes,

ont porté ces dernieres années sur l'interactidre 8n phytofirmans souche PsJN et la vigne.

La souche PsJN est capable de coloniser le rhizppla pénétrer dans les racines et de
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diffuser dans les autres organes de la plante (@obepal., 2005a & 2008a). De plus, cette
PGPR promouvoit la croissance de la vigne et peotagplante contre le froid & cinerea
(Ait Barka et al., 2000, 2002 & 2006). Compte-tenu du potentiel &ii@ne de cette
interaction, il apparait nécessaire de mieux congree la nature de cette interaction.
Effectivement, certaines questions n’ont toujowas @té élucidées :

- Comment la bactérie est-elle percue localementapalante ?

- Quels sont les mécanismes impliqués dans laemiggace de la résistance lorsque la
vigne est soumise a un stress froid (4°C) ou aétagaB. cinerea ?

- La présence de la bactérie localement est-elless@ire pour induire les mécanismes
de défense et/ou protéger la vigne ?

- La protection est-elle associée a la potentigtisales mécanismes de défense ?
Les travaux présentés dans ce manuscrit ont pdut’'dpporter des réponses a ces questions
(Fig. 34).

Chapitre 1 : linteraction entre B. phytofirmans souche PsJN et la vigne

engendre-t-elle une réponse immunitaire au niveawctal ?

Bien que l'induction d’'une résistance systémiquBR()l par les PGPRs soit bien
documentéecf paragraphe 2.6.2), peu de données existent sogégesses de défense mises
en place par la plante au niveau local, c’est-a-dirsque la cellule végétale est au contact de
la bactérie. En effet, lors de la perception d'gerd pathogene ou d’un stress abiotique, les
événements précoced paragraphe 2.3) sont parmi les premiers élémentietense mis en
place par la plante. lls sont par la suite respaesale I'activation d’'une cascade de réactions
qui aboutit & la mise en place de réponses de skftant au niveau local qu’au niveau
systémique. Ainsi, hous nous sommes intéresséparteption dé. phytofirmans souche
PsJN par des suspensions cellulaires de vignalafatéterminer si cette interaction engendre

des réponses de défense au niveau local.

69






Introduction générale

Publication 1: Bordiec S, Paquis S., Lacroix H., Dhondt S., Ait Barka E.,
Kauffmann S., Jeandet P., Clément C., BailliewdtFDorey S. (2010).

Comparative analysis of defence responses induced/ lthe endophytic plant
growth-promoting rhizobacterium Burkholderia phytofirmans strain PsJN and the non-
host bacterium Pseudomonas syringae pv. pisi in grapevine cell suspensionslournal of
Experimental Botany, doi : 10.1093/jxb/erq291.

Dans cette étude, nous avons utilisé des suspensmlfulaires de vigne (cépage
chardonnay) afin d’analyser les événements précalealinisation, production dD, et
mort cellulaire), la production d’AS et I'expressiale plusieurs genes de défense dans les
cellules lorsque celles-ci sont mises au contad®.gsytofirmans souche PsJN. De plus, les
résultats obtenus ont été comparés avec les répdesdéfense mises en place par la plante
lors de l'interaction avec I'agent non-h@&esyringae pv. pis (réaction incompatible ; Robert
etal., 2001 & 2002).

Publication 2: Bordiec S.*, Compant S. *, Clément C., Dhondt S. et Ait Bark.
(*co-1%"auteur)

Phenolic compound accumulation and ROS productionni roots of Vitis vinifera
L. colonized by the endophyte Burkholderia phytofirmans strain PsJN. Résultats

complémentaires

En complément de I'étude précédente, la producd®iRAOs a été évaluée cette fois-
ci sur le modele bouture, qui est le modele d’étsdeaapprochant le plus de la vigne en
condition naturelle (vignoble). Par microscopie pladuction de FAOs (¥, et NO) ainsi
que l'accumulation de composés phénoliques dansrat@ses de boutures a la suite de

I'inoculation des racines par la souche PsJN anétitdiées.

Chapitre 2 : caractérisation de [linteraction entre la vigne et B.

phytofirmans souche PsJN lorsque la plante est exposée au froid

Ait Barka et al. (2006) ont démontré que la souche PsJN est aaplebprotéger la
vigne contre le froid (4°C). Cette protection aaminent été corrélée a une accumulation

plus importante d’amidon, de proline et de compga@&noliques. Néanmoins, ces analyses
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ont été réalisées deux semaines aprés I'expogsitisrplantes a 4°C, c’est-a-dire qu'il s’agit

davantage d’'un contexte d’acclimatation que d’'wasst froid. De plus, d’autres réponses de
défense mises en place par la plante a la suitestiess froiddf paragraphe 2.4.5) n’ont pas

été étudiées. Ainsi, nous avons caractérisé lactesn vigneB. phytofirmans souche PsJN

deés le début de I'exposition des plantes au froid.

Publication 3: Theocharis A.*,Bordiec S¥*, Fernandez O., Paquis S., Dhondt S.,
Baillieul F., Ait Barka E. et Clément C. (*cd*huteur)

Priming Vitisvinifera L. with Burkholderia phytofirmans strain PsJN is correlated
to better acclimation to low non-freezing temperatues. Soumise &hysiologia Plantarum.

Afin de compléter ces travaux, des vitroplants eaetnent colonisés par la souche
PsJN ont été soumis a un stress froid (4°C). L'esgion de genes impliqués dans les
réponses de défense a la suite d’'un stress (marffo&l protéines PR, voies de signalisation
et phytoalexines) ainsi que des marqueurs physomieg (HO,, proline, aldéhydes et
malondialdéhydes) ont été analysés dans les fewfiea de déterminer si cette PGPR a une
influence sur leur taux d’induction et leur teneat, si la résistance observée peut étre

également liée a leur potentialisation.

Chapitre 3 : caractérisation de [linteraction entre la vigne et B.

phytofirmans souche PsJN lorsque la plante est attaquée pBr cinerea

Ait Barkaet al. (2000 & 2002) ont démontré que la souche PsJNagstble d’induire
une protection enverB. cinerea chez des vitroplants entiers, cependant les méuasis

impliqués dans I'établissement de cette résistaiarg pas été déterminés a ce jour.

Publication 4 : Bordiec S, Jacquens L., Conreux A., Jeandet P., Clémerdllieul
F., Dhondt S. et Ait Barka E.

Protection of grapevine VYitis vinifera L.) against B. cinerea by the endophytic
PGPR Burkholderia phytofirmans strain PsJN is associated with higher phytoalexin
accumulation but not with priming of defense-relatel gene expressionEn préparation.
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L'objectif de cette étude est de déterminer sirtatgrtion est due a la potentialisation
des réponses de défense. Pour cela, des feuidbs/@es a partir de vitroplants entierement
bactérisés ont été inoculées rcinerea. L'effet protecteur de la souche PsJN sur le
développement des nécroses, lI'expression de geresléfense et I'accumulation de

phytoalexines (le resvératrol et son dimesaniférine) ont été analysés.
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ABSTRACT

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are
beneficial microorganisms that colonize rhizosphefe
many plant species and confer beneficial effeaish sas
increase of plant growth. PGPR are also well kn@asn
inducers of systemic resistance to pathogens intgla
However molecular mechanisms involved locally after
direct perception of these bacteria by plant celi$i
remain largely unknowrBurkholderia phytofirmans strain
PsJN is an endophytic PGPR that colonizes grapeide
protects the plant against gray mold disease cabged
Botrytis cinerea. This report focuses on local defence
events induced b. phytofirmans PsJN after perception
by grapevine cells. We demonstrated that, afteitiaddo

cell suspension cultures, the bacteria were tighttigching

to plant cells in a way similar to the grapevinen+mst

bacteriaPseudomonas syringae pv. pis. B. phytofirmans

PsIN perception led to a transient and monophasic

extracellular alkalinisation but we did not detemty
accumulation of reactive oxygen species nor celthleBy
contrast, challenge wittP. syringae pv. pisi induced a
sustained and biphasic extracellular alkalinisatiantwo
phases oxidative burst and a HR-like response.epgon
of the PGPR also led to the production of salicyid
(SA) and the expression of a battery of defencegehat
was however weaker in intensity compared to defgeoe

expression triggered by the non-host bacteria. Some

defence genes up-regulated aftgr phytofirmans PsJN
challenge are specifically induced by exogenoustrment
with SA or jasmonic acid, suggesting that both ailymg
pathways are activated by the PGPR in grapevine.

KEYWORDS: defence genes, early signalling, grapevine, grquimoting rhizobacteria, non-host bacteria.

INTRODUCTION

Plants strongly rely on an innate immune systendeéend
themselves against pathogenic microorganism inuasihis
system is based on the capacity to perceive tinedat as ‘non-
self and ends up in the activation of a wide ranfelefence
responses. These defence responses are essantiied fuccess
of plant resistance and therefore contribute taotplemmunity
(Boller and  Felix, 2009). Early
plant/microorganism interactions are charactertzgdignalling

responses  in

processes including ion fluxes, MAP kinase casatiwvation
and production of reactive oxygen species (ROS)rqi@a
Bruggeret al., 2006). Key signal molecules including salicylic
acid (SA) and jasmonic acid (JA) are also prodweihin hours

after pathogen challenge. These signal moleculgicipate in
the regulation of downstream defence genes (&wal., 2006;
Browse, 2009; Viotet al., 2009). Ultimately, plant defence
responses encompass the strengthening of cell walisthe
production of antimicrobial compounds that altogetplay a
key role in pathogen restriction (Hammond-Kosack dones,
1996). In some cases, the interaction ends upcal jplant cell
death characteristic of the so-called hypersemsitaction (HR)
(Heath, 2000).

Albeit plant defence responses can be typicallgggred by
recognition of phytopathogenic microorganisms, ticey also
be stimulated by non-pathogenic strains of planbwgjn-
promoting rhizobacteria (PGPR) (Bloemberg and Luolpéeg,
2001; Van Weest al., 2008; Lugtenberg and Kamilova, 2009).

76






Chapitrel-Publicationl

PGPR are able to colonize the rhizosphere of méamt ppecies
and to confer beneficial effects, such as incregdaat growth
and reduced susceptibility to diseases caused kant pl
pathogenic fungi, bacteria, viruses and nemato@esnpantet
al., 2008a). Some of these PGPR are endophytic siegecan
penetrate root tissues and sometimes diffuse threegsels to
other plant organs (Rosenblueth and Martinez-Rom2006;
Compantet al, 2008b; Hardoinet al, 2008). PGPR have been
separated into two groups, (i) the extracellulaPRGePGPR)
that colonize the rhizosphere, the rhizoplane @ #ipaces
between cells of the root cortex and (ii) the ioélular PGPR
(IPGPR), which exist inside root cells, generatiyspecialized
nodular structures (Gray and Smith, 2005). The ogichl
control activity of PGPR is exerted either directlyrough
antagonism of pathogen development or indirectleliiting a
plant-mediated resistance response (Van Waesl, 2008;
Lugtenberg and Kamilova, 2009). PGPR are able igger
induced systemic response (ISR), a defence statt¢stkes place
in the entire plant and prepares the host to respora broad
range of pathogen attacks (van Loenal, 1998; Bloemberg
and Lugtenberg, 2001; Van Weesal, 2008). InArabidopsis
thaliana ISR triggered by root-colonizing strains of
Pseudomonas fluorescemgas shown to be ethylene and JA
dependent but SA independent (Knoesteal, 1999; Toret al,
2002; lavicoliet al, 2003). However, ISR triggered by some
specific strains of PGPR may also involve SA silingl(Zhang

et al, 2002). Although the systemic induction of resis& by
PGPR is well documented, little data are availadnte local
defence events taking place in plant cells directlyontact with
these bacteria. Moreover, no direct comparisonbieen made
between defence responses induced by PGPR andaltypic
defence reactions occurring during non-host or rimgatible
interactions triggered by bacteria.

Burkholderia phytofirmanstrain PsJN, isolated from surface-
sterilized onion roots (Frommadt al, 1991; Sessitsclet al,
2005), is a natural endophytic, non-nodulating PGR®&in of
potato and tomato (Frommedt al, 1991, 1993; Pillay and
Nowak, 1997) and can be classified as a ePGPR (Gnaly
Smith, 2005). This bacterium is also able to caerand diffuse
inside grapevine tissues and to travel throughmylessels in
the different organs of the plant (Compantl, 2005; Compant
et al, 2008b). MoreoverB. phytofirmansPsJN colonisation
enhanced protection againgerticillium sp. in tomato (Sharma
and Nowak, 1998) anBotrytis cinereain grapevine (Ait Barka
et al, 2000; Ait Barkaet al, 2002). In this paper, we compared
defence reactions induced in grapevine cell8bphytofirmans
PsJN andhe non-host bacteriBseudomonas syringge. pisi.

P. syringaepv. pisi is known to activate an innate immune
response when infiltrated Mitis vinifera plants (Roberet al,
2001; Robertet al, 2002). Here we demonstrate that whereas
both bacteria physically interact with plant cell8.

phytofirmansPsJN perception triggers a local immune response,
which is significantly weaker in intensity than thee occurring

during the non-host interaction.

MATERIALSAND METHODS

Plant cell culture

Cell suspensions of 41BV( vinifera L. cv. Chasselas ¥.
berlandier) were cultured in Murashige-Skoog medium (pH
5.8) containing vitamins (x 1.5), sucrose (307%g.12,4-
(24-D, 02 Ryl 6-

benzylaminopurine (BAP, 0.5 mg)l and were propagated in

dichlorophenoxyacetic  acid

the dark at 25°C under shaking at 120 rpm. Theyewer
subcultured every 7 days to be maintained in exptieephase.
For experiments, 30 ml of cells subcultured for & were
used. Before any treatment, cells were alloweddjasa to the

new condition overnight.

Microorganisms and plant assays
P. syringaepv. pisi andB. phytofirmanstrain PsJNvere grown

in 100 ml King's B liquid medium at 28°C, on a mtashaker

(150 rpm).Escherichia colithat was used as negative control in
some experiments was grown in 100 ml Luria-Bertéqiid
medium at 37°C. Overnight cultures of bacteria wesed for
experiments. Bacteria were collected by centrifioga¢4,500 g,
10 min) and washed with sterile MgC(10 mM). After
inoculation, final bacterial concentration in celuspension

cultures was 10cfu.mr™.

Phytohor mone treatments

Methyl jasmonate (MeJA) was purchased from Signdrigh-
Chimie (Saint-Quentin-Fallavier, France). Sodiunlicgkate
(SA) was purchased from Eurobio (Les Ulis, Fran&%. was
dissolved in water and MeJA was dissolved in 10%tarmbl
prior dilution in water. Final concentrations ofethicals in cell
suspension cultures were 1 mM for SA and 200 pMMedA.
Equivalent volume of 10% ethanol was added to obetlls to
ensure that it did not interfere with the experitserFinal

ethanol solutions did not exceed 0.1% (v/v).

Microscopy and cell death assay

Grapevine plant cells inoculated with phytofirmansPsJN P.
syringaepv. pisi or E. coli were observed under epifluorescence
microscope during a 24 h time-course. Just befomehe
microscopic observation, challenged cell suspensiolures
were incubated 2 min in a solution of acridine ge(0.1%, pH

7) in order to visualize the bacteria (Monier anddow, 2004).
Pictures were captured 1 h and 24 h post inocula@ell death
was monitored as described by Levieeal. (1994). For each
sample, a 500 pl aliquot of cells was incubatech viit05%

Evan’s blue for 15 min and then washed extensivEhe dye
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bound to dead cells was solubilised in 50% metharittl 1%
SDS for 30 min at 50°C and quantified by spectroynasing
optical density at 600 nm (QE). In our experiments, 0.5 QR

corresponded to 25 % of dead cells.

Medium alkalinisation, H,O, and SA analysis

Medium alkalinisation measurement was performeciaiiag
to Felix et al. (1993) using a standard pH-meter (Basic, Denver
Instrument, Gottingen, Germany). ;® production was
analysed according to Varniet al. (2009). Briefly, HO,
accumulation in the culture medium was measuredthas
chemiluminescence of luminol. Luminescence, exgess rlu,
is proportional to KO, (linearity range 1 uM-1 mM). In our
plant system, 12 000 rlu correspond to AHconcentration of
25 pM. Free SA was extracted from dried grapeveiks eising
methanol 90% and SA accumulation was analysed blyCHP
according to Doregt al. (1997).

RNA extraction and real-time PCR analysis

RNA extraction and RT-qPCR were performed as presho
described in Varnieet al. (2009). Sequences of defence gene
primers used for RT-qPCR were previously describediziz et

al. (2003) for W17.3 (accession
XM_002283642.1: 5'-
GTACCATCAGACCACCCATAAGTAGTG-3' and 5'-
AGACCAACGGCAAATCAAGTG-3)).

except number

RESULTS

B. phytofirmans PsIN and P. syringae pv. pisi physically
interact with grapevine cells

SuccessfuendophyticPGPR are known to approach plant roots
via chemotaxis-induced motility and effectively colpaiplant
tissuesvia attachment (Rodriguez-Navarebal., 2007; Hardoim
et al., 2008). Plant cell attachment of phytopathogemictéria
is also an essential step for colonisation, espg@#owing the
translocation of effectorsia type Ill secretion system (T3SS)
and pilus-like structure formation (Aldogt al., 2000; Buttner
and Bonas, 2006). We first compared the behaviduB.o
phytofirmans PsJN andP. syringae pv. piss when added to
grapevine cell suspensioris. coli was used as negative control
in these experiments. We observed the physicatactien by
microscopy under epifluorescence over 24 hourdinA¢ 0, all
the bacteria were in the vicinity of plant cellst oot directly in
contact (data not shown). FeRB: phytofirmans PsSJN orP.
syringae pv. pisi bacteria were in contact with plant cells as
soon as 5 min after challenge (data not showngargel number
of both bacteria were found to interact with plaetls at 1 h
(Figs. 1 A,C). Most of plant cells were covered By
phytofirmans PsJN ofP. syringae pv. pis 24 h after challenge

A
Cc
E

Figure 1. Interactions of bacteria with grapevine cell
suspensions. Plant cells were incubated Bthphytofirmans
PsIN (A,B), P. syringae pv. pis (C,D) andE. coli (E,F).
Pictures were captured at 1 hour (A,C,E) and 2B,D,f) after
challenge. Bacteria were stained by acridine oraWgeows
represent individual bacteria. Bar = 50 um. Experita have
been done at least three times with similar results

(Figs. 1 B,D). By contrask. coli did not stick to the plant cells
even 24 h post inoculation (Figs. 1 E,F).

Extracellular medium alkalinization of grapevine cells after
B. phytofirmans PsIN and P. syringae pv. pisi perception
Among early signalling events, extracellular alkedation has
been shown to be essential component of ion fliedved in
plant defence (Felixet al., 1993; van Loonet al., 2008).
Moreover, alkalinization measurement has been wecdhn
efficient method to monitor chemosensory perception
cultured plant cells (Felixet al., 1993). Grapevine cell
suspensions incubated with phytofirmans PsJN produced a
monophasic and transient burst of alkalinizatioat tetarted
within the first min of the interaction and culmied at 2 h (Fig.
2A). By contrast, cell suspensions treated vithsyringae pv.
pis produced a two-phased alkalinization response wifhist
peak culminating within 1 h, followed by a secomdi sustained

phase lasting for several hours (Fig. 2A).

P. syringae pv. pis but not B. phytofirmans PSIN induces an
oxidative burst and cell death in grapevine cells

Early signalling events in plant defence often ude a rapid
and intense production of ROS (Garcia-Bruggerl., 2006).
Grapevine cell suspensions incubated viAttsyringae pv. pis
produced a two-phased oxidative burst (Fig. 2B} fitst phase
started after 15 min and culminated at 30 min. dose and

sustained peak of #, was detected after few hours with a
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Figure 2. Early events induced . phytofirmans PsIJN andP.
syringae pv. pis in grapevine cell suspensions. Medium
alkalinisation (A) or accumulation of reactive oeygspecies
(B) in grapevine cells treated with MgClopen circles),
challenged withB. phytofirmans PsJN (closed triangles) &t
syringae pv. pis (closed circles). kD, production was
determined using chemiluminescence of luminol.
Chemiluminescence was integrated and expresseelative
light units (rlu). Data presented are means of litdpe
experiments + SD.

maximum at 3 h. This two-peak profile is reminiscenthe one
observed for the extracellular alkalinization. hesingly, no
significant accumulation of #, was detected in cell
suspension medium after challenge wBhphytofirmans PsJN
(Fig. 2B).

Cell death process is often associated with theatixie burst
(Torres et al., 2006). As shown in Fig. 3, cell death in cell
suspensions was detected as soon as 9 h and auplases
observed at 15 h aftdP. syringae pv. pis inoculation. By
contrast, no cell death was detected over the tiouese afteB.

phytofirmans PsJN challenge.

05

04
03

02

Cell death (ODsco)

01

0 - T T T 1
0 6 12 18 24

time (h)
Figure 3. Cell death assays. Cells were challenged with MgCI
(open circles)B. phytofirmans PsJN (closed triangles) arfrl
syringae pv. pis (closed circles). Quantitative measurement of
cell death was performed by Evan's blue stainingataD
presented are means of triplicate experiments + SD.

Expression profiles of grapevine defence genes after signal
molecule perception or bacterial challenge

In order to compare grapevine gene expression lgsofifter
PGPR and non-host bacteria challenge, we selededras
markers covering a large set of defence classeseeTRR
protein genes, an acidic chitinasghif4c), a basic glucanase
(gluc) and a protease inhibitopif) that are reliable defence
markers in this plant system (Az al., 2003; Varnieret al.,
2009) were chosen for investigation. Transcriptutagon of

lipoxygenaselpx) was also monitored (Béziet al., 2002; Aziz

et al.,, 2003) since LOX are involved in the synthesis of
oxylipins, ROS regulation and play an importanterdh
response to pathogen attack (Howe and Schilmilk&02).
Expression profile of a new defence marker charaew
through a differential display screen @& cinerea/grapevine
interaction (Bézieret al., 2007), with unknown function and
named W17.3 was also investigated. In order to correlate
defence gene expression to SA and JA signallinguinplant
system, we first monitored the expression of thdermte
markers after treatment with exogenous SA and M&ig 4).
Interestingly, thegluc gene is specifically induced after MeJA
treatment. Conversely/v17.3 only responded to SA treatment.
Both signal molecules stimulatéak, chit4c andpin expressions
albeit inductions were higher after SA treatmerite§e results
show that in our grapevine cell system, tiiac and W17.3
genes are specific markers of the MeJA and SA #igga
pathways, respectively.

We then monitored the expression profile of allegefl and 24 h
after inoculation of grapevine cells with phytofirmans PsJN

or P. syringae pv. pis. All the defence markers were up-
regulated after challenge with both bacteria (Biy.Gluc, lox
and pin expressions were significantly higher followirig
syringae pv. pis challenge at both time points (Figs. 5A and B).
Surprisingly, althoughP. syringae pv. pis also induced a
stronger expression chitdc at 24 hB. phytofirmans was more
efficient to stimulate this gene at 9 h. Up-regolatof W17.3
was similar at 9h after inoculation with both baigtebut

stronger in response B syringae pv. pisi at 24h.

relative transcriptaccumulation

Figure 4. Defence gene expression in response to
phytohormones. Transcript accumulation of geneding a
glucanase dluc), a lipoxygenasel@x), a chitinase dhit4c),
W17.3 and a protease inhibitopif)) was monitored 24 h after
treatment with water (control), methyl jasmonatee() or
salicylic acid (SA). Analyses were performed by mfitative
RT-PCR. Level of transcripts was calculated usheydtandard
curve method from duplicate data, with grapevitiela gene
as internal control. Results are expressed inivelatanscript
accumulation (fold increase) over the water contihta
presented are means of triplicate experiments + SD.

PGPR and non-host bacteria perception by grapevine cells
resultsin production of SA

SA is a key molecule produced during non-host and
incompatible interactions (Viat al., 2009). The involvement of

SA in plant/PGPR interactions is still under delestpecially at
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Figure 5. Defence gene expression in response to bacterial
challenge. Transcript accumulation of genes engpdm
glucanase dluc), a lipoxygenasel¢x), a chitinase dhit4c),
W17.3 and a protease inhibitqpif)) was monitored at 9 h (black
bars) and 24 h (grey bars) after challenge \Mtlsyringae pv.

pis (A) or B. phytofirmans PsJN (B). Analyses were performed
by quantitative RT-PCR as described in Figure 4suRe are
expressed in relative transcript accumulation (fotdtease) over
the MgCh control. Data presented are means of triplicate
experiments + SD.

the local level (Toret al., 2002 ; Zhangt al., 2002; Pieterset
al., 2009). Induction by. phytofirmans PsJN of the specific SA
dependant gene markevl7.3

DISCUSSION

In a previous work, we showed that phytofirmans PsJN
colonization of internal root tissues from grapeviwitro-
plantlets resulted in the accumulation of phenalienpounds
and the strengthening of cell walls in the exodsrmwo traits
of typical host defence responses (Comptra., 2005). Here,
we present evidence th8t phytofirmans PsIN perception by
grapevine cells triggers a local immune responsiiding ion
fluxes, SA production and defence gene activatidthough a
larger number of studies has been focused on tkengixe
description of ISR (Gray and Smith, 2005; Van Weesl.,
2008; Lugtenberg and Kamilova, 2009), only few sachave
deciphered local responses, especially early diggaévents
induced by ePGPR in plants.

400

300

200

free SA (ng/gFWW)

100

control P.s.pisi  B.p. PsIN

Figure 6. Free SA content analysis in grapevine cell
suspensions challenged bB. phytofirmans PsJN andP.
syringae pv. pisi. Free SA content was monitored in grapevine
cells at 24 h after Mgglkreatment (control) or after inoculation
with B. phytofirmans PsIN B.p. PsJN)andP. syringae pv. pis
(P.s. pisi). SA was extracted and analyzed by high-performanc
liquid chromatography. Data presented are meardupficate
experiments + SD.

These studies are mostly focused on bacteria from t
and Arabidopss thaliana. Global
transcriptome analysis @& thaliana colonized byPseudomonas

Pseudomonas genus

thivervalensis revealed that only 9 genes were differentially
expressed in root tissues that are in contact wi¢hbacteria
(Cartieauxet al., 2003). Among these genes, only one was
associated with stress response. Verhagen and d@soalso
found that very few genes including transcripti@ectérs and
genes related to ethylene regulation were difféatipt
expressed imArabidopsis roots challenged wittP. fluorescens
WCS417r (Verhagest al., 2004). By contrast, a clear induction
of defence responses including phenylalanine amerlgase,
peroxidase and polyphenol oxydase activities waseded in
cucumber roots after treatment with. corrugata and P.
2000). A

that phytoalexins

aureofaciens (Chen et al., recent work also

demonstrated including resveratamd
viniferin accumulated in grapevine cells challengdth three
different strains of P. fluorescens and by P. aeruginosa
(Verhagenet al., 2010). These results and ours reinforce the
hypothesis that the patterns of local defence resgs strongly
differ from plant to plant and are closely deperiden the
ePGPR species or strains (van Laral., 2008). Interestingly,
only few studies described the early defence siigigakvents
induced by ePGPR. Our results show Baphytofirmans PsIJN
induced a transient extracellular alkalinizatiort e did not
detect any significant variation in,8, levels. By contrastp.
syringae pv. pisi induced two-phased alkalinisation and ROS
responses. Recently, Verhaget al. (2010) showed that
grapevine cell suspensions challenged Htliluorescens CHO
and P. aeruginosa 7NSK2 responded through a transient burst
of H,0,. The HO; level was dependent on the bacteria species.
To our knowledge, this work is the sole with thegant study to
describe local early signalling responses to anR#@ving
organism.

Differences in the range and the scale of earlgrisf events
induced by some PGPR could be related to the natutbe
Loonet al. (2008)

flagellin  and

eliciting compounds. Van tested
(LPS),

siderophores fronk. putida and twoP. fluorescens in tobacco

lipopolysaccharides pyoverdine
cell suspensions. They found that early defencegoreses vary
greatly depending on the nature and the origite$e¢ Microbe-
associated molecular patterns (MAMPS). Interesyinfihgellin
from all strains triggered an alkalinisation respmnwhereas
only the flagellin fromP. putida was inducing an oxidative
burst. Addition to tobacco cell suspensions of attifi
lipopeptide, but not fengycin or iturin, inducedfefece-related
early events such as extracellular medium alkaiion and
reactive oxygen species production (Jourdaal., 2009). Only
few studies were aimed to characterize MAMPs from
Burkholderia species. To our knowledge lipopolysaccharides

(LPS) are the main MAMPs isolated froB1 cepacia and B.
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plantarii, which are active in tobacco and Arabidopsis (Gerber
and Dubery, 2004; Gerber et al., 2004, Zeidler et al. 2004). The
majority of the eliciting activity from B. phytofirmans could be
recovered using a boiled extract of the bacteria (H Lacroix,
unpublished data). Interestingly, this crude extract was inducing
an oxidative burst, suggesting that bacteria alive were probably
regulating the levels of reactive oxygen species in the plant cell
culture medium. Moreover, we did some experiments using
proteinase K as described by Felix et al. (1999) and we found
that the dliciting activity was mainly induced by a proteinous
compound (H Lacroix, unpublished data). These results suggest
that it isunlikely that LPS from B. phytofirmans play the major
role as elicitor in our system.

The two-peak akalinisation and ROS profiles with P. syringae
pv. pisi are characteristic of HR-inducing bacteria and have been
described as a typical signature (XR) for non-host and
incompatible interactions (Atkinson et al., 1985; Baker and
Orlandi, 1995; Glazener et al., 1996). Interestingly, P. syringae
pv. pisi responses in grapevine cells are comparable to those
observed in tobacco cells suggesting similar mechanisms of
perception and signalling (Atkinson et al., 1985). By contrast,
the akalinisation profile after challenge with B. phytofirmans
PsJN is reminiscent to acompatible interaction profile (Glazener
et al., 1996) albeit no oxidative burst could be detected.
Moreover, no disease symptoms but beneficial effects such as
growth promoting and resistance to gray mold have been
associated to grapevine colonization by this bacterium (Compant
et al., 2005). Thus, although some aspects of B. phytofirmans
PsIN/grapevine interaction are reminiscent to a compatible
interaction usually characterized by disease symptoms, there
could be a switch leading to a mutualist behaviour of both
organisms. In agreement with this, expression levels of defence
genes in grapevine cells after B. phytofirmans PsIN perception
are significantly weaker than those occurring after P. syringae
pv. pis. Moreover, no cel death could be detected after
perception of the ePGPR. We can thus hypothesize that albeit
plant cells probably recognize B. phytofirmans PsSIN as a
potential intruder, the low level of induced defences may
explain the ability of the ePGPR to colonize the roots and to
migrate into the entire plant including inflorescences (Compant
et al., 2005; Compant et al., 2008b). By contrast, P. syringae pv.
pis strongly induced the complete battery of defence genes that
we tested and caused cell death. This bacterium is also known to
cause necrotic lesions and strong accumulation of PR proteins
and phytoalexins when infiltrated in Vitis vinifera leaves (Robert
et al., 2001; Robert et al., 2002). Altogether, our results
demonstrate that B. phytofirmans PSIN perception by grapevine
cells triggers a local immune response. However, the defence
responses are significantly weaker than those occurring in a non-

host interaction.

Timing and differences in early signalling events after
microorganism perception by plants govern later responses
(Garcia-Brugger et al., 2006). Early events are often followed
by the production or mobilisation of signal molecules such as
SA and JA, which are essential for the regulation of defence
gene expression (Hammond-Kosack and Parker, 2003). The
involvement of these two signal molecules after the recognition
of ePGPR by plant cellsis still matter of debate. Particularly, the
involvement of SA in local defences induced by ePGPR is not
fully documented and accepted (Van Wees et al., 2008; Pieterse
et al., 2009). Here we showed that SA clearly accumulated in
grapevine cels challenged with B. phytofirmans PsIN. In
addition, we characterized a specific marker gene of the SA
pathway in grapevine, named W17.3, which is clearly and
reproducibly induced by B. phytofirmans PsIN in our system,
strongly suggesting that SA is involved in the activation of
defence responses in plant cells percelving the bacteria SA
accumulation in ePGPR/plant interactions has only been
described in few other studies. SA accumulation in tobacco
plant in response to P. fluorescens 89B-61, Bacillus pumilus and
Serratia marescens has been proposed to play a role in ISR
(Zhang et al., 2002). SA accumulates in bean leaves following
P. aeruginosa 7NSK2 inoculation (De Meyer et al., 1999). P.
fluorescens strain Pf4 and P. aeruginosa strain Pag were also
shown to induce the synthesis of SA in chickpea seedlings
(Singh et al., 2003). Recently, two different strains of
Streptomyces and Nocardioides albus EN46 were found to
stimulate the expression of SA-dependant genes in A. thaliana
(Conn et al., 2008). Altogether these data and ours suggest that
depending on the plant/bacteria interaction system, SA may be
produced and play a role in defence responses induced by
ePGPR. We also characterized a basic glucanase as a specific
marker of the JA signalling. This gene is induced in response to
B. phytofirmans PsIN, suggesting that in addition to SA, JA
signalling is also involved in the induction of defence responses
by the bacterium in grapevine.

Attachment of PGPR to plant cellsisthe very early step required
in the plant-microbe interaction (Rodriguez-Navarro et al.,
2007). We found that B. phytofirmans PsIN was sticking to
plant cells within the first hours of the interaction and that plant
cells could be covered by bacteriain 24 h. Bacterial attachment
in ePGPR-plant interaction has been well described for
Azospirillum brasilense, P. fluorescens, P. putida and involves
bacterial surface proteins, capsular polysaccharides, flagella,
extracellular polysaccharides, pili depending on the interactions
(Rodriguez-Navarro et al., 2007). Attachment is also essential
for the formation of biofilms. Some phytopathogenic bacteria
also stick to host cells during plant tissue invasion. This contact
is essential for the formation of T3SS and the translocation of
effectors directly into plant cells (Buttner and Bonas, 2006).
Interestingly, profile and kinetic of adhesion of B. phytofirmans
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PsJIN andP. syringae pv. pis with plant cells are very similar.
Mechanisms of attachment for both bacteria to griagecells
are however not known and the incidence of thissjuay
adhesion in the induction of defence responses insnta be

investigated.
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Les études menées sur l'interaction entre la vighela bactérie bénéfiqud.
phytofirmans souche PsJN ont démontré que, suite a l'inoculalies racines, cette bactérie
est capable d’établir des populations rhizo et phgiiques avec la plante (Compaatal.,
2005b & 2008). Cependant, les modifications phygjmues que la bactérie peut engendrer
localement lors de cette interaction ont été peaudiées, en particulier celles liées aux
réactions de défense.

Dans cette étude (Chapitrel-Publicationl), nous mmmnmes intéressés aux réponses
immunitaires induites suite a la mise en contacsualpensions cellulaires avec la bactérie.
Les observations microscopiques ont révélé quelale PsJN et les cellules interagissent
physiqguement et trés rapidement (des les premmeiastes) apres leur mise en contact. Cette
interaction engendre une alcalinisation du miliextraeellulaire (événement précoce).
Cependant, ni la production &8, ni la mort cellulaire n'ont été observées. En neves,
Verhageret al. (2010) avaient observé une production ®kipar les cellules de vigne mises
en présence deseudomonas spp (souches PGPR). L'originalité de ce travailtégalement
de comparer ces réactions avec celles engendréesnpmicro-organisme non-héte. Au
laboratoire, nous disposions de la bact&isyringae pv pis (Robertet al., 2001 & 2002).
Les résultats observés lors de l'interaction awesduche PsJN (PGPR) different de ceux
ayant lieu lors de l'interaction entre les cellutkessvigne eP. syringae pv pisi. En effet, dans
ce cas, la perception de I'agent non-héte provamesalcalinisation du milieu en 2 phases,
un burst oxydatif (en 2 phases), ainsi qu’'une meetlulaire, ces événements étant
caractéristiques d’'une réaction d’hypersensibiligs événements précoces mis en place par
les cellules interagissant avec la souche PsJNd&m@ ‘minimisés’ compares a ceux mis en
place lors de I'interaction avec la bactérie notehd
Par la suite, nous avons étudié et comparé I'egmesle genes de défengin( gluc, chit4c,
W17.3 etLox) suite a l'interaction avec la souche PsJN oualetdrie non-hoéte. Les résultats
obtenus montrent que I'expression de tous les giasés est induite dans les cellules au
contact des 2 bactéries, mais que les niveaux uttineh sont plus forts lors du contact avec
P. syringae pv pisi. Nous avons également démontré guehytofirmans souche PsJN est
capable d’'induire simultanément les voies de sigabn dépendantes de I'AS et 'AJ chez
la vigne, ainsi qu’'une production d’AS par les gkds. Les PGPRs sont connues pour activer
la voie de signalisation dépendante de I'AJ/ET (Laon et al., 2006b), mais certaines
peuvent stimuler la voie dépendante de I'AS (De &fey al., 1999 ; Tjamost al., 2005 ;
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Domenechet al., 2007 ; Rudrappat al., 2008) ou ces 2 voies simultanément (Zheng .,
2002 ; Conret al., 2008).

La souche PsJN n’induit pas de réponse de type Rirarement aux agents
pathogenes. Cependant, I'accumulation de compo$é&nopiques, mise également en
évidence dans le cas d’agents pathogenes ou tBélisj peut se mettre en place suite a
I'inoculation de la plante par cette PGPR. En efaampantet al. (2005b) ont observé un
renforcement des parois racinaires suite a l'irmtouh des racines de vitroplants par la
souche PsJN. Cependant, aucune étude n'a étééegéalis le modéle bouture, qui est le
modéle d’étude se rapprochant le plus de la vigneomdition naturelle (vignoble). Ainsi,
nous avons étudié par microscopie la production Fd®s (HO, et NO) ainsi que
'accumulation de composés phénoliques dans demesacde boutures a la suite de

I'inoculation des racines par la souche PsJN.
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ABSTRACT

Burkholderia phytofirmans strain PsJN, an endophytic plant
growth-promoting bacterium (PGPR), stimulates plgnawth and
protects plants, including grapevine, against weridorms of
stresses. However, the local immunity following pgreine
inoculation bystrain PsJN still remains unknown. Cuttingsvdis
vinifera L. cv. ‘Chardonnay’ were thus root inoculated wstinain

PsJN and some defense mechanisms were monitoredts Our

results showed that following its epiphytic and/endophytic
colonization, strain PsJN induced local defensetieas such as
phenolic deposition as well as oxidative and nitiicsts at the root
level. Strain PsJN seemed to be first recognizegrapevine as an
invader, and then as a beneficial partner, thendefeompound
accumulations being of slight intensity and withodémage

symptoms.

KEYWORDS: Burkholderia phytofirmans, PGPR, grapevine, local defense responses, R@8olith compounds

INTRODUCTION

In both natural and managed environments, assogidtetween
plants and beneficial microorganisms (plant groptbmoting
microorganisms, PGPMs) can have a profound effectplant
growth, yield and soil quality (Compast al., 2005a; Aviset al.,
2008). PGPRs (Plant Growth-Promoting Rhizobacterap
bacterial PGPMs living in plant rhizosphere, thehmutrient zone
near (few mm) the roots, where microbial growtlstisnulated by
root exsudates (Haas and Défago, 2005). Followingt r
colonization, PGPRs can also trigger the inducedtesyic
resistance (ISR) that protects plants against adbspectrum of
pathogens (van Loon, 2007; Yasgal., 2009; De Vleesschauwer
and Hofte, 2009). Even though ISR increase levetesfstance,
defense mechanisms are generally not activatedlantsp upon
perception of PGPRs. Rather, tissues are sensitzeespond
faster and/or stronger when plants are submittecoathogen
attacks, a phenomenon known as priming (ConratB9R0This
differs from the well known systemic acquired remise (SAR)
induced in plants by pathogenic microorganisms.

Perception of pathogens by plants induces locaref responses
that participate to the induction of signalling lpays leading to
SAR establishment. Early stages of such interactiare
characterized by ion fluxes, MAP kinase cascadeatain and the
production of reactive oxygen species (ROS; Yahal., 1997;
Garcia-Bruggeret al., 2006; Torrest al., 2006; Pitzschket al.,

2009). ROS, such as hydrogen peroxidgQ#l and nitric oxide
(NO), are induced a few hours after stress peroend can act as
secondary messengers inducing some defence response
(hypersensitive response, modification of gene esgions, cell
wall strengthening) or act directly towards pathegéNeill et al.,
2002; Delledonne, 2005; Garcia-Brugger al., 2006). Recent
studies have reported that some PGPRs or their MAMP
(Microbial-Associated Molecular Patterns) also ioelu early
signalling events such as,® and nitric oxyde (NO), PR
(pathogenesis-related) gene expression as welthessodefense
responses such as strengthening of cell walls dndoglexins
accumulation (van Loon, 2007; Jourdetral., 2008; van Looret

al., 2008; Verhagest al., 2010; Bordieet al., in press).

Some PGPRs may be endophytic, since they penétsitie root
tissue (Hardoinet al., 2008; Compartt al., 2010), and sometimes
diffuse through vessels to others organs (Gyanesaval., 2001;
Chi et al., 2005; Compantt al., 2008). Numerous endophytic
bacteria were isolated last years (Lodewyckx al., 2002;
Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006). One of ethes
Burkholderia phytofirmans strain PsIJN (Sessitseh al., 2005), a
PGPR isolated from onion roots (Fromnetlal., 1991) that can
create intimate associations with various plantdhiaad contribute
to increase their growth and development (Nowak 8hdlaev,
2003). In grapevine, we recently described that Hzicterium can
form epi-and endophytic subpopulations (Competnal., 2005b,
2008) and protect the plant agairBsitrytis cinerea, the causal
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agent of grey mold (Ait Barkat al., 2000, 2002). Recently,
Bordiec et al. (in press) characterized local defesne events
(alcalinization, gene expression) appearing dugrapevine cells-
B. phytofirmans strain PsJN interaction. This bacterium can also
induce cell-wall strengthening during root interndissues

colonization  mainly  through  polyphenolic  compounds
accumulation as demonstrated usimg vitro based system
(Compantet al., 2005b). However, unden vivo conditions, local
events following root colonization by strain PsJke atill not
determined. In this purpose, we analysed some e&afit defense
reactions following root inoculation of fruiting ttings with strain
PsJN at the local level (in roots) such as nitxade (NO) and
hydrogen peroxyde @@, production, as well as phenolic

coumpound accumulation.

MATERIALSAND METHODS

Plant material and growth conditions

Three-node cuttings (20 cm long) ofitis vinifera L. cv.
Chardonnay were cane pruned from 6-year-old plaots Moét et
Chandon vineyard (Epernay, France). Fruiting cgtimere then
prepared according to Compagttal. (2008). Before use and after
15 h of cryptonol (0.05%) hydratation at 28°C, fing cuttings
were surface sterilized during 30 min in an ethdrath (70°), then
placed in a bleach solution (2.5%) during 10 mifoleto rinse
them three times in sterilized tap water baths. e proximal
nodes were removed and cuttings were immersed @ois 3n
indole-3-butyric acid (2 g/L) to promote rhizogeisesind then
stored in containers with sterilized tap water luntiots were
developed. Plants were incubated in a growth chamib25/20°C
day/night temperature, 16 h photoperiod, under Batbl.s'.m?
(Lumilux cool white L30W/840 and Fluora L30W/77, r@m,
Germany) and 70% relative humidity. To facilitaevdlopment of
inflorescence, leaves were removed daily as destiily Leboret
al. (2005). When roots were sufficiently developedtings were
placed in plastic pots (9x9x10 cm) filled with glieed 1/5 (v/v)

clay balls and 4/5 (v/v) potting soil, irrigatedilglawith sterilized
tap water and incubated as described before.

Inoculum preparation

Burkholderia phytofirmans strain PsIJN taggedfp or wild type
strain were grown in 100 ml Luria-Bertani liquid diem in 250
ml Erlenmeyer flask and incubated at 25°C, on &eah@l50 rpm)
for 48 h. Bacteria were collected by centrifugati@®00 g; 10
min) and washed twice with sterile phosphate bustine (PBS;
pH 6.5, 10 mM). The bacterial concentration of itheculum was
then adjusted with PBS, based on optical densig0atnm (Pillay
and Nowak, 1997).

Plant inoculation

Soils of fruiting cuttings with fully developed iofescences,
corresponding to stage 57 (preflowers buds) acegrdd the
BBCH scale (Meier, 2001), were inoculated with ledet
inoculum in order to have 5.1GFU per g of soil.

Autofluor escence detection of phenolic compounds
Autofluorescent phenolic compounds were detectemrding to
Compantet al. (2005b). Briefly, roots were placed on glass sfide
and 96 hpi (hours post inoculation) and examinedleun

epifluorescence microscope at 495 nm.

Cytological detection of hydrogen peroxide

For histochemical detection of hydrogen peroxidee t3,3-
benzidine-HCI (DAB, Sigma-Aldrich) method was useztording
to Thordal-Christensest al. (1997). Entire roots were immersed
12 and 96 hpi in the DAB solution (1 mg/mL for 8ah 37°C)

before being observed under optical microscope.

Nitric oxide detection

Nitric oxide localisation was determined by usihg #,5-diamino-
fluorescein diacetate (DAF-2DA, Sigma-Aldrich) fhephore

according to Desikaet al. (2002) with some madifications. Entire

Eig 1: Microphotographs of autofluorescent phenolic commis on the root surface (a-d) and inside roetiira tissues (e and f) after
12 (a and b), and 96 (c-f) hpi with control (a,ncla) or strain PsJN taggegtp (b, d and f), showing no differences on the rasfaces but a
more pronounced accumulation of autofluorescenhglsen exodermis and in the first cell layers atterized roots (arrows). PsIN taggéo
was used to visualize bacterial cells on and intideoot system. Scale bars: (a-b) 50 um, (c)ra0(d) 15 pm, and (e and f) 50 um.
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Fig 2: Microphotographs of kD, accumulation, using DAB staining method, on thet surface (a-d) and inside root internal tissues
(e and f) after 12 (a and b) and 96 (c-f) hpi wétntrol (a, ¢ and e) or PsJIN wild type strain (pbadd f) showing no difference in,€,
accumulation 12 hpi but a slight more accumulatibi,0, 96 hpi in bacterized roots, as detected on thesodtce (arrows) as well as inside
root internal tissues (arrow heads). Scale bay&Qam, (b and c) 100 pm, (d) 200um, (e and f) 1BD

roots were immersed 12 and 96 hpi in a DAF-2DA sofuat 10
UM in a KCI buffer for 10 min, followed by a wastep (in a KCI
buffer) for 20 min before that samples were exachinmder

epifluorescence microscope at 495 nm.

RESULTS

Accumulation of autofluorescent phenolics

Autofluorescent phenolics have been detected orrdbesurface
of both control and bacterized plants 12 and 96 \mjgh no

significant differences between the two treatmdfig la-d). A

noticeable difference occurred, however, in rotérimal tissues 96
hpi. Bacterized plants accumulated thus more plenompounds
in exodermis and in the first layers of the cortdsan non-
bacterized plants (Fig 1e-f).

Hydrogen peroxide production
H,0, production progressively increased from the bpad of the

root tips independently of the time after inocudati as
demonstrated by a red/pink colour in both contral &dacterized
plants by using the DAB method (Fig 2). No diffecerwas found
on the root surfaces between the two conditionepiZFig 2a and
2b). However, a slight difference occurred betwten bacterized
and control treatments 96 hpi® accumulation was thus found
more pronounced on the root surfaces (Fig 2c afda@d inside

root internal tissues colonized by strain PsJN g&and 2f).

Nitric oxide production

Similarly to HO,, NO accumulated in roots of control plants as
demonstrated using DAF-2DA fluorescent probe (Fig RO
production was thus detected on the root surfaceoofrol plants
as visualized on the cell-wall of rhizodermal cedisd increased
from the proximal parts of the root to the tips. e root surfaces
of bacterized plants, NO accumulation was comparabl that
found in the control treatment 12 hpi (Fig 3a anb).3

Fig 3: Microphotographs of nitric oxide accumulation the root surface after 12 (a and b), and 96 (@fwith control (a and c) or
PsJN wild type strain (b, d, e and f) showing rfedénce 12 hpi but a slight more accumulationcfarheads) of NO at subcellular level of some
rhizodermal cells in bacterized roots 96 hpi (diding DAF-2DA fluorescent probe. Scale bars: (8&um, (c) 75 um, (e and f) 50 pm.
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However, the two treatments showed slight diffeemn®6 hpi.
DAF-2DA/NO associated fluorescence was thus vigaedliat the
subcellular level of roots colonized by strain P&domparison to
the control treatment in which no such accumulatiars observed
(Fig 3c-f)

DISCUSSION

This study clearly demonstrates th&t phytofirmans strain PsIJN
triggered grapevine defense responses in rootsseThdant
responses involved firstly early events such a®.Hand NO
accumulations. These ROS were detected both orotesurfaces
of control and bacterized plants independently iofiet after
inoculation. This is in accordance with previousd#s showing
that HO, and NO are usually produced during root elongatiod
plant development (Torres and Dangl, 2005; Stohkt &tremlau,
2006). At an early stage, bacterized and contrahtgl did not
behave differently in terms of 8, and NO productions, but
differences were detected 96 hpi. Interestinglyremaronounced
H,0, and NO productions were visualized on and/or insiofz
tissues of bacterized roots in comparison to conplants,
demonstrating that these events are triggeredaipeyine plants by
strain PsIN. Nevertheless, neQd production was observed in
grapevine cell suspensions challenged with straliNRBordiecet
al., in press). Rhizoplane colonization may be regifor inducing
H,0,and NO productions. However, it has been repotiatithese
so-called early events are induced during few hduol®wing
inoculation (Garcia-Bruggest al., 2006; Muret al., 2006). As we
detected them on and/or inside root internal tis®f hpi and as
strain PsJN can penetrate inside roots within itise 2-3 days post
inoculation (Compantt al., 2008), the hypothesis that® and
NO productions could be correlated to the bactguihetration
inside root internal tissues can not be excludest.oAding to this,
strain PsJN may secrete various cell wall degradimgymes that
allow penetration inside roots (Compaett al., 2005b). These
enzymes can be potential MAMPs and/or trigger damag
associated molecular pattern (DAMP) formation ia fHant, both
being able to induce plant defense responses ingud,0, and
NO accumulations (Garcia-Brugger al., 2006; Lyon, 2007; De
Vleesschauwer and Héfte, 2009). Bordétal. (in press) showed
that the major MAMP of strain PsJN seemed unlikelype LPS
but rather a proteinous compound. AgOkland NO are produced
when a pathogen infects and invades plant tissuleg its MAMPS
(Torreset al., 2006; Lyon, 2007; Hongt al., 2008), strain PsJN
seems to be first recognized as an invader by gha@eand then
as a beneficial partner, as previously describeBdogliecet al. (in
press).

During grapevine-strain PsJN interaction, autofisoent phenolic
compounds are produced. However, strain PsJN didinauce
phenolic accumulation on the root surface, butehesmpounds

were detected inside grapevine roots, mainly inekedermis and

in the first cell layers of cortical cells. This ggests that the
production of phenolic compounds is also linkedhte endophytic
colonization of roots by strain PsJN and is in adance to
previous study under gnotobiotic conditions (Contpen al.,
2005b). The accumulation of autofluorescent phenmimpounds
has been often linked to hypersensitive respond®; (Heath,
2000). However, PGPR generally do not induce Hiheg do not
trigger strong plant defense reactions (van Loah Bakker, 2005;
Bordiec et al., in press). Rather, only a slight polyphenolic
compound accumulation is induced during plant-P@R&action.
This has been often described during various padbphytic
PGPR interactions, which is not surprising as ehgtp PGPR
create little stress when they enter inside plisgues without
being harmful for their hosts (Hallmann, 2001; Rddeeth and
Martinez-Romero, 2006; Hardoiehal., 2008).

Our results are strongly similar to phenomena iedudy
symbiotic PGPR as it was demonstrated that theytrigger HO,
and NO on the root surface and inside plant intdissues (Santos
et al., 2001; Baudoinet al., 2006), suggesting that these early
events are also plant responses following PGPRulation. The
present study clearly demonstrates that strain PsiNiced
grapevine plant defense responses in roots foligvimoculation.
However, the way by which strain PsIJN evades ptiefense
mechanisms to behave as a beneficial bacteriumimenta be
investigated. This could be a switch leading to Hemeficial

properties conferred to grapevine by strain PsJN.
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Dans cette étude complémentai@&hapitrel-Publication2), nous avons démontré que |
colonisation épi- et/ou endophytigue des racineduitn une accumulation de composés
phénoligues permettant le renforcement des paaisj qu’une production d'$D, et de NO. Il
semblerait donc que le modele d’étude (boutureetdlule) influe sur la production d'#D,, dans
la mesure ou nous n‘avions pas observé de burstatikysur les cellules (Chapitrel-
Publicationl). La production tardive de FAOs etabenposés phénoliques a été associée a la
pénétration de la bactérie dans les racines. Crstats ne sont pas surprenants puisque les
PGPRs endophytes peuvent induire un léger stressléola pénétration a I'intérieur de la plante,
notamment par la sécrétion d’enzymes telles que ad#lslases, des endoglucanases, des
polygalacturonases et des xylases (RosenbluethvViamtinez-Romero, 2006 ; Hardoiet al.,
2008). Ces enzymes peuvent donc provoquer la faoymake DAMPs et/ou étre reconnues en
tant que MAMPs. Dans les 2 cas, les DAMPs et lesM®A& induisent des mécanismes de
défense comme par exemple la production de FAO{@Bruggeret al., 2006 ; Lyon, 2007).
Quelgues données supplémentaires sont manquaimedeapublier ces résultats, comme par
exemple un dosage des concentrations localegOd’et de NO.

Les travaux présentés dans ce chapitre ont domtigee caractériser la perceptionRie
phytofirmans souche PsJN par la vigne. Cette perception engelodalement une réponse
immunitaire in vitro et in vivo, mais sans provoquer de dommages a la plante tré@emsux
renforcent donc l'idée que les réponses de défamise en place par la plante different selon
linteraction plante/PGPR. Généralement, les PGRRwluisent pas de réponse immunitaire
chez leur hote lors de leur perception, mais séisghbt plutot la plante (potentialisation) afin
gu’elle puisse mieux se défendre lors d’'un strdg&rieur (Conrath, 2009). Ait Barket al.
(2000, 2002 & 2006) ont démontré que la souche Psdifere a la vigne (vitroplants
entierement colonisés) une protection contre lelfed B. cinerea. Dans les chapitres suivants,
nous avons caractérisé cette interaction afin dermidner si ces protections peuvent étre

associées a la potentialisation de mécanismesfdesdé
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Abstract

Burkholderia phytofirmans strain PsJN is a plant growth-
promoting rhizobacterium that colonizes grapeviissues and
induces resistance to grey mouldnd low non-freezing
temperatures. To check whether this beneficiateffemediated
by a priming effect, stress-related gene expressand
metabolite accumulation were monitored in six wegk-
bacterized and non-bacterized grapevine plantigtsnited to
low non-freezing temperatures. When plantlets wgneawvn at

26°C, bacterization had no significant effect onsted

parameters. By contrast at 4°C, both stress-relajede
transcripts and metabolite levels increased inghéri extent in
bacterized plantlets than in non-bacterized onézs@ results
indicate that the protective effect of tBe phytofirmans strain

PsJN against cold stress is correlated to the phenon of
priming. Moreover, one week after cold exposureesstrelated
metabolite accumulation decreased faster in baegkrthan in
non-bacterized plantlets, suggesting that the poeseof the
bacteria in plant tissues favours the cold acciongprocesvia

scavenging system.

Abbreviations: AFP, anti-freezing proteins; BABAB-aminobutyric acid; CBF, C-repeat binding factohitC chitinase; COR, cold

regulated; Gluc, glucanase; ISR, induced systeragistance; JA, jasmonic acid; KIN, cold induced;X,Qipoxygenase; LTI, low

temperature induced; MDA, malondialdehyde; PAL, plieammonia lyase; PGPR, plant growth promotingzahacterium; PR,

pathogenesis related; ROS, reactive oxygen spesii8y; stilbene synthase; TCA, trichloroacetic acid

Introduction

During the course of evolution, plant species hdeeeloped
mechanisms that enable them to acclimate to coddrims
minimizing cold stress deleterious effects (Gilmetral. 2000,
Xin and Browse 2000). Under low non freezing terapaes,
cell membranes of cold sensitive plants rigidifgading to a
disturbance of membrane-related processes suclpeasng of
ion channels or membrane-associated electron &ansdctions
(Alonso et al. 1997, Uemura and Steponkus 1999). aAs
consequence, the whole plant physiology is affeetedevealed
by the decrease of photosynthesis and subsequentthgr
alteration (Ait Barka et al. 2006). By contrast,ldctolerant
plants may adapt to these adverse conditions amlrttaintain
their optimal physiological activity.

Numbers of physiological changes have been idedtifelated
to cold acclimation (Thomashow 1999, Chinnusamgle2006,
Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki 2006), includiegeral
stress-related responses such as reactive oxygeiesgROS)

accumulation (Neill et al. 2002), but also cold cfie traits.
Cold acclimation has been shown to be correlated(ixo
accumulation of cryoprotective compounds such amrsuand
proline (Hekneby et al. 2006, Patton et al. 20Qi)) regulation

of specific gene expression (Hughes and Dunn 1996,

Chinnusamy et al. 2006) and (iii) synthesis of estie:ss related
proteins (Hughes and Dunn 1996, Thomashow 1999}hit
way, the analysis of cold acclimation phenomenoveats a
complex process resulting in a coordinated up- owrd
regulation of hundreds genes. For example, trgptstavels of
cold regulated (COR), low-temperature induced (Ldi)cold
induced (KIN) genes greatly increased within fewurtso
following cold exposure (Thomashow 1999). The signa
transduction pathways leading to expression of -cefpllated
genes inArabidopsis thaliana involve a regulatory network in
which C-repeat binding factor (CBF) transcriptioactbrs
(CBF1-3) control manyCOR genes during cold acclimation
(Fowler and Thomashow 2002, Xiao et al. 2006, Tsdiket al.
2007, Xiao et al. 2008).
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In grapevine, low temperatures decrease both groad
photosynthesis (Flexas et al. 1999, Hendricksoralet2003,
Hendrickson et al. 2004, Bertamini et al. 2005, Bétrka et al.
2006) but stimulate both carbohydrate metabolismnfkhan et
al. 1996) and proline accumulation (Ait Barka anedfan 1997,
Ait Barka et al. 2006). Recently, \dtis vinifera CBF4 gene,
homologue toA. thaliana CBF1, has been characterized upon
exposure to low non-freezing temperature (4°C) amght be
preponderant for the over-wintering of grape plaptiso et al.
2008).

Burkholderia phytofirmans strain PsJN is a plant growth-
promoting rhizobacterium (PGPR) able to establishospheric
and endophytic populations in various plants (Nowekd
Shulaev 2003). This bacterium stimulates plant ¢imoand
induces physiological changes leading to a bett&antp
adaptation to environmental stresses (Nowak et985, Pillay
and Nowak 1997, Bensalim et al. 1998, Sharma andako
1998).

phytofirmans strain PsJN colonizes the rhizosphere, penetrates

In grapevine, it was recently establisheat tB.
roots and thus diffuses through all plant tissu@sngpant et al.
2005). Furthermore, the presence of the bacteriutine plant
causes a better acclimation to chillinge (non-freezing)
temperatures, as revealed by (i) lower cell damag@gsigher
photosynthetic activity and (iii) accumulation obld stress
related metabolites such as starch, proline andnglice
compounds (Ait Barka et al. 2006).

Following colonization of roots by beneficial mities, infection
by necrotizing pathogens, or after treatment withrious
chemicals, plants can establish a unique physicébgituation
so called “primed” state (Conrath 2009). Primddrmis respond
by activating defense responses faster and/or ggromhen
subsequently challenged by microbial pathogensbivaous
insects, or abiotic stresses (Conrath et al. 2@trath et al.
2007, Goellner and Conrath 2008, Conrath 2009).

The beneficial interaction between grapevine arii
phytofirmans strain PsJN remains to be further elucidated,
especially how the presence of this strain helpsvithstand
cold. We hypothesized that bacterized plants nighprimed to
respond quicker or more efficiently to cold condit. In this
purpose, we analyzed the ability of the bacterionpadtentiate

(i) expression of defense- and cold-related gendgi§ changes

in concentrations of several stress-related metabosuch as

proline, stress-related aldehydes and hydrogerxjoiero

Materialsand Methods

Plant material and in vitro growth conditions

Plantlets of Vitis vinifera cv. Chardonnay clone 7535 were
micro-propagated by nodal explants grown on 15 igdra
medium in 25 mm culture tubes as described eg@igrBarka

et al. 2006). Cultures were performed in a growtansber under

white fluorescent light (20amol.m?2s") with 16 h light per day
at constant 26°C.

Bacterial inoculum

The bacterial inoculum was produced by transferting loops

of B. phytofirmans strain PsJN tagged with green fluorescent
protein (Sessitsch et al. 2005) to 100 ml of Kin@sliquid
medium in 250 ml Erlenmeyer flask incubated at 2@tCL50
rpm for 48 h. Bacteria were collected by centrifiima (3,000 g
for 15 min) and washed twice with phosphate-buffafine
(PBS) (10 mM, pH 6.5). The pellet was re-suspendd®BS and

used as inoculum. The bacterium concentration stihated by

8 1
spectrophotometry (600 nm) and adjusted to 3 xARU.ml
with PBS (Pillay and Nowak 1997).

Plant bacterization

Roots of two week-old plantlets were immersed ircté@al

inoculum(3 x 1(§3 CFU.mil) or PBS for 10 s. After inoculation,
plantlets were grown as described above for foueksebefore
cold treatment. Four weeks later, leaves from pdtmtwere
surface sterilized (1 min HCIO 2%, twice in PBS fomin) and
incubated in Petri dishes on solid LB medium durdndays at
28°C. Endophytic colonization was assessed by Wisog the
presence of GFP-tagged strain PsJN around leavdsr w\V
light (see Appendix S1 in Supporting Information).

Cold treatment

Four weeks later, half of bacterized and non-bastdrplantlets
were transferred to a cold growth chamber mainthiae10°C
under 16 h light (white fluorescent light, 2aMol m?s?) and at
4°C for 8 h dark, whereas the control plants wer26dC. Each
treatment was replicated three times and eachcegplconsisted

of six plantlets.

Analysis of gene expression

Sampling, DNase treatment, RNA extraction and synthesis of
cDNA. Leaf samples were frozen in liquid nitrogen atudes! at
- 80°C until use. Leaves were ground in liquid ogin to a fine
powder and total RNA was extracted from 100 mg pawd
following the RNA Plant Purification Reagent provgc
according to the manufacturer’s instruction (Isgen, France).
The RNA pellet was re-suspended ini2®f RNase-free water.
Genomic DNA was removed and RNA purity and conegiun
was assessed according to Bordiec et al. (2010yerRe
transcription of RNA was performed with 200 ng ofal RNA,
using M-MLV Fren
according to the manufacturer’s protocol.

reverse transcriptase (Invitrogen,
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Table 1: Genes analyzed by real-time RT-PCR.

Names Accession number Forward primers Reverse primers
EFla BQ799343 5'-AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA-3' 5-GAACTGGGTETTGATAGGC-3'
Chitdc AY137377 5'-TCGAATGCGATGGTGGAAA-3' 5-TCCCCTGTCGAAACBCAAG-3'
Gluc AF239617 5'-TCAATGGCTGCAATGGTGC-3' 5-CGGTCGATGTTGCGATTTA-3'
Chitlb 754234 5'-CCCAAGCCTTCCTGCCATA-3' 5-TGTGATAACACCAAAACGGG-3'
PAL X75967 5'-TCCTCCCGGAAAACAGCTG-3' 5-TCCTCCAAATGCCTCAMI CA-3'
LOX AY 159556 5'-CCCTTCTTGGCATCTCCCTTA-3' 5-TGTTGTGTCCAGICCATTC-3'
Sy X76892 5'-AGGAAGCAGCATTGAAGGCTC-3' 5-TGCACCAGGCATTTIACACC-3'
CBF4 DQ497624 5'-ACCCTCACCCGCTCGTTATG-3 5-CCGCGTCTCCCCGAAACTT-3

Real time RT-PCR analysis. PCR reactions were carried out in
duplicates in 96-well plates (28 per well) in a reaction buffer
containing 1xSYBR Green | mix (PE Biosystems; inahg Taq

polymerase, dNTPs, SYBR Green dye), 280 nM primers

(forward and reverse) and a 1:50 dilution of regdranscribed
RNA. PCR conditions were 95°C for 15 s (denaturgtiand 60
°C for 1 min (annealing/extension) for 40 cycleseoteneAmp
5700 sequence Detection System (Applied Biosysté&masice).
Transcript level was calculated using the standargde method
and normalized again§ifla gene as an internal control (Terrier
et al. 2005). Non-bacterized plantlets grown atQ@fere used
as a reference sample.

The genes and the specific primers used in thidystvere
listed in Table 1. They corresponded to genes engod
phenylalanine ammonia-lyasBAL), a stilbene synthas&§y),
three pathogenesis-related (PR) protei@ug, Chit4c, and
Chitlb), a lipoxygenase LOX) and the transcription factor
CBF4.

Analysis of stress-related metabolites

Free proline. Two hundredul of the potassium phosphate
extract were mixed with 80Qu ninhydrin reagent which
contained 1 % (w/v) ninhydrin in 60 % acetic achlt (Barka
and Audran 1997). The mixture was heated at 100f@® min
and then cooled in ice. One ml toluene was addet the
sample was vigorously shaken for 15 s. The sanwes placed
in darkness at room temperature for at least k. absorbance
of the upper phase was then read spectrophotomibtrat 520
nm. Proline concentration was determined by usioglidration

curve and expressed @l proline.g* DW.

Lipid peroxidation (LP) markers. The lipid peroxidation was
evaluated by assaying the concentration of thichaib acid
reactive substances according to (Heath and P48I6&). Fresh
leaves were ground in presence of Fontaineblead semu
trichloroacetic acid (TCA) (0.1 % wi/v). The homogén was
centrifuged at 4°C for 10 min at 12,000 g. One wwdu
supernatant was mixed with 4 volumes of 20 % TCAtaming
0.5 % (w/v) 2-thiobarbituric acid. The mixture whasated at
95°C for 30 min, quickly cooled in ice and centgéd at 10,000

g for 5 min. The non-specific absorbance of supgamtaat 600

nm was substracted from the maximum absorbanc@anm

for malondialdehyde (MDA) measurement (Kumar anad\ies
1993) and 455 nm for aldehydes (Meir et al. 1992). MDA

and aldehyde calculation, an extinction coefficiggt of 1.56 x
10°M™.cm® was used for MDA at 532 nm, and an E of 0.457 x
10° M.cm® was used at 455 nm as average of E obtained for
aldehydes (propanal, butanal, hexanal, heptanal,paopanal-
dimethylacetal) according to Meir et al. (1992).sRles were
expressed in nmollgDW.

Hydrogen peroxide. H,O, content was evaluated according to
the method of (Mondal and Choudhuri 1981), with som
modifications. Two hundred and fifty mg of leaf pdsv was
homogenised in 1 ml of ice-cold acetone and wasrifeged at
13,500 g for 10 min. Two hundred and fifty pl oldavater and
100 pl of 5 % titanyl sulfate were added to suptmia To this
mixture, 500 pl of 1N NEDOH solution were added to precipitate
the peroxide-titanium complex. After centrifugatiah 6,000 g
for 5 min, the supernatant was discarded and tlietpeas
washed with cold acetone. The precipitate was thssolved in
1.5 ml of 2N HSQO, and the final volume adjusted to 2 ml with
cold water. The absorbance of the solution was aatl5 nm.

H.O, content was calculated from a standard curve.

Statistical analysis

Metabolite and gene expression studies corresporide®
independent experiments. Each replicate corresgbride 6
plantlets. Reported data are means + standard (&Ejrof the 3
independent experiments, exc&BF4, for which reported data
are means + SE of a duplicate of one representakperiment
out of 3 independent ones. Standard analysis ofahi@nce
test) was used to assess the significance of da¢ntent means
atP<0.05 level.

Results

Gene expresson
We selected several markers covering a large setefdnse

classes according to previous studies. Three PRiprgenes, 2
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Fig. 1. Defense gene expression®8y, PAL, Chit4c, Chitlb, Gluc andLox in leaves of non-bacterized and bacterized gragepiantlets
after 24, 48, 72 h and 2 weeks of cold treatmersuRs represent the mean fold increase of mRNAllever control plantlets (non-
bacterized, 26°C) referred as 1 x expression lamdl correspond to means of 3 independent expesme8D. White bars: non-bacterized
26°C; dotted bars: bacterized 26°C; stripped baos:bacterized 4°C; black bars: bacterized 4°C.

chitinasesdhit4c andchitlb) and a basic glucanasgiyc), were
chosen for investigation due to their implication grapevine
resistance establishment following pathogen attédkg et al.,
2003; Varnier et al., 2009, Bordiec et al. in pyesmsd for their
Griffith and YaishO®4).
Transcript regulation of lipoxygenadedX) was also monitored

antifreezing activities (AFPs;

since LOX are involved in the synthesis of oxylpiand ROS
regulation that play an important role in respongebiotic
(Bézieret al., 2002; Azizet al., 2003, Bordiec et al. in press) or
cold stress (Ruelland et al. 200BAL andSTS were chosen for
their role in salicylic acid and resveratrol syrdiserespectively,
two major compounds implicated in plant responsesttess
(Gaudet et al. 2003, Chong et al. 2009), @sir4 was recently
described as specific marker of cold stress ineyiae (Xiao et
al. 2008).

Whatever the gene considered, our results showat kthsal
levels of gene expression were similar in bactdriaad non-
bacterized plantlets grown at 26°C (Fig. 1). Whiamttets were
exposed to low-non freezing temperature (4°C) stepts of all
genes accumulated significantly in both non-baztetri and
bacterized plantlets, except foLOX. Nevertheless, the
accumulation profiles in bacterized and non-bazteriplantlets
were significantly different with higher levels nseged in the
formers (Fig. 1).

After 24 h of cold exposureSy and PAL expression was
enhanced in bacterized plantlets by 460 and 4(@eotvely,
whereas it increased only by 150 and 9 in the remtdiized
ones (Figs. 1a, b). After 48 h of cold exposurangcript levels
decreased but remained higher in bacterized ptaniédter two
weeks of treatment, no differences were noticedwéden

bacterized and non-bacterized plantlets.

Considering PR proteins,Chit4dc transcripts accumulated
gradually in bacterized plantlets, reaching a p@akfold) after

72 h of cold shift (Fig. 1c). After two weeks ofesitment,
transcript accumulation remained 15 fold abovelthsal level.

In non-bacterized plantlets, the pattern was simidat less
amplified. Chitlb expression was induced by 12 after 24 h of
cold exposure in bacterized plantlets and then edeed
gradually until the end of experiment (Fig. 1d). ton-
bacterized plantlets, expression was only enhahgetiafter 24

h. Similarly Gluc expression was also stimulated following cold
treatment (peak at 48 h), in a higher extent indsaed plantlets
(Fig. 1e).

In contrast to the other tested gene®X expression was not
induced in non-bacterized plantlets after cold expe (Fig. 1f).
bacterization resulted

Oppositely, in a transiergakp of

expression after 24 h of cold treatment (7.5 fold).

250

2R N
a o a o
o O O o

Relative transcript
accumulation

o

9h 24 h

Time after exposure

Fig. 2. CBF4 expression in leaves of non-bacterized and
bacterized grapevine plantlets after 9 and 24 ¢olaf treatment.
Results represent the mean fold increase of mRNAI lever
control plantlets (non-bacterized, 26°C) referred & x
expression level and correspond to means + SDdopécate of
one representative experiment out of 3 independees. White
bars: non-bacterized 26°C; dotted bars: bacte@288€; stripped
bars: non-bacterized 4°C; black bars: bacteriz€l 4°

To analyze transcription factd€BF4 expressioneaves were

sampled earlier because it was reported that tlaé pé Vitis
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Fig. 3. Accumulation of proline in non-bacterized and bgzed
grapevine plantlets after 24, 48, 72 h, 1 and 2kees cold
treatment. Means indicated with different lettens significantly
different (P<0.05). Data are means of 3 independepériments
+ SD. White bars: non-bacterized 26°C; dotted bhasterized
26°C; stripped bars: non-bacterized 4°C; black :baasterized
4°C.

o

CBF4 expression following cold stress occurred after &iao
et al. 2008).0ur results showed that transcriptllevas up-
regulated in plantlets within 9 h after cold expes(Fig. 2).
Gene expression peaked to 60 and 160 fold in naom
bacterized plants respectively. Interesting@BF(1-3) gene
expression, known for their cold responsivenesgrapevine
(Xiao et al. 2006), was not induced in this studiyaté not

shown).

Proline content

At 26°C, bacterization of grapevine plantlets didt induce
significant increase of proline level during thesfi3 days (Fig.
3). Beyond the first week, proline content was sigantly
higher in bacterized plantlets. When bacterizedamr-bacterized
plantlets were subjected to low non-freezing terapee, they
both accumulated proline in a greater extent tHantlets grown
at 26°C. But proline over-accumulation was sigmifity higher

in bacterized plantlets after one week of cold expe.
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Fig. 4. Accumulation of aldehydes and malondialdehydedn-n
bacterized and bacterized grapevine plantlets 2&e48, 72 h, 1
and 2 weeks of cold treatment. Means indicated ditferent

letters are significantly different (P<0.05). Datge means of 3
independent experiments + SD. White bars: non-baet®

26°C; dotted bars: bacterized 26°C; stripped bas:bacterized
4°C; black bars: bacterized 4°C.
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Fig. 5 Accumulation of hydrogen peroxide in non-bactetiaed

bacterized grapevine plantlets after 24, 48, 72 and 2 weeks
of cold treatment. Means indicated with differepttdrs are
significantly different (P<0.05). Data are mean$8 éfidependent
experiments + SD. White bars: non-bacterized 2@f@ted bars:
bacterized 26°C; stripped bars: non-bacterized #l&ck bars:
bacterized 4°C.

Aldehyde and malondialdehyde content

During the sampling period, no significant diffecen in
aldehyde and MDA levels was observed between efantl
grown at 26°C (Fig. 4). However, after exposurett€, both
aldehyde and MDA levels increased starting fromh24vith a
stronger effect in the bacterized plantlets. Affg2 h of
treatment, aldehyde and MDA contents became sinmildroth
bacterized and non-bacterized plantlets. Intergistirafterwards
aldehyde and MDA concentrations significantly dasesl in

higher proportions in bacterized plantlets.

Hydrogen peroxide accumulation

H.0O, levels was similar between non-bacterized andebaed
grown at 26°C (Fig. 5). By contrast, cold stresduited HO,
accumulation in both bacterized and non-bacterigepevine
plantlets within the first 72 h of treatment, bata higher extent
in the formers. As for aldehyde and MDA;®3 content became
significantly lower in bacterized plantlets after vteek of

treatment.

Discussion

In grapevine plantlets, low temperatures inducede th
transcription of the cold specific transcriptiorctiar CBF4 after
9 h and later on (24 h) the accumulation of bottertge-related
gene transcripts and stress-related metabolliesse reactions
were stronger in bacterized plantlets. This maycbgelated
with previous results showing that leaf cells ofcteaized
plantlets are less affected by deleterious effettldness (Ait
Barka et al. 2006), and further indicates tBatphytofirmans
strain PsJN may improve grapevine resistance to hom-
freezing temperatures according to the phenomehagmiming
(Goellner and Conrath 2008, Conrath 2069)ming induced by
PGPR has been reported several times (De Meyelr €099,
Hase et al. 2003, Kim et al. 2004, Verhagen e2@04, Tjamos
et al. 2005, Van Wees et al. 2008, Verhagen e2l0) when
studying the induced systemic resistance (ISR) aftallenge
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with pathogens. Our results demonstrate for thet fiime
priming induced by PGPR upon cold stress.

Induction of defense responses upon cold treatment

The induction of defense mechanisms following biati abiotic
stresses has been well documented. For examplegssipn of
StSygenes is often induced in grapevine when submitted
various forms of stresses, including pathogen tidaqPreisig-
Muller et al. 1999), ozone treatment (Brehm et1899) and
UV-light application (Versari et al. 2001). Nevestbss, only
poor information is available for grapevine defensechanisms
triggered during cold acclimation. In this work, wleowed that
StSyexpression was stimulated after 24 h, as repgntedously
(Sanchez-Ballesta et al. 2007). Similarly, the itahin of PAL
following cold exposure is in accordance with poer results
obtained with other plants using either transcrigits (Christie
et al. 1994, Leyva et al. 1995, Gaudet et al. 2@3)roteomics
(Cui et al. 2005).

Chitinases and glucanases are of special intefesh wtudying
plant responses to coldness since they exhibit dnatifreeze and
antifungal activities and have thus been extengigehlyzed in
plants submitted to cold or pathogen attack (Homletl995,
Van Loon and Van Strien 1999, Yeh et al. 2000, Huand
Duman 2002). Depending on the stress, they maylassified
either as AFPs (Griffith and Yaish 2004) or PR (Maon and
Van Strien 1999) proteins.

In A. thalianag the expression of transcription fact@@8Fs is
quickly stimulated (2 h) after cold treatment (Leti al. 1998,
Gilmour et al. 2000). More recently, fo@BFlike genesCBF
1-4, have been isolated froMiitis sp. and were shown to be
induced within few hours after exposure to low tenapures, in
particular CBF4 (Xiao et al. 2008). Our data showing a clear
induction of CBF4 expression after 9 h of cold treatment are
therefore in accordance with these results.

Apart from gene expression, plant responses toneskl also
result from fluctuations of stress-related metdbslisuch as
proline, hydrogen peroxide or aldehydes. Prolinghis most
well characterized stress responsive molecule aisl i
accumulation is often associated with plant resistato low
temperature, acting as membrane stabilizer, osmiggtor,
regulator of enzymes, or scavenger of ROS (Brugieed. 1999,
Chen and Li 2002, Wang et al. 2008). It is thefoot amazing
that in grapevine, accumulation of proline appeas=i a
response to coldness applied either as a shockB@ita and
Audran 1997) or for acclimation (Ait Barka et al0(B).
Besides, chilling temperatures are known to indheesynthesis
of ROS, which stimulate LP (Pinhero et al. 1997hahg ROS,
H,0, has opposite effects on plant submitted to low tnafpires
depending on the process of application (Prasadl.e1994).
Under cold shock, ¥D,accumulates to damaging levels in plant

tissues because of low levels of antioxidant enzymiBy

contrast, in cold acclimated plants;®dtriggers the synthesis of
antioxidant enzymes such as catalase or peroxidhae
scavenge ROS and help the plant to overcome coiditians.

In our case, the presence &. phytofirmansin plantlets
provokes stronger ¥, accumulation within the first 3 days of
cold treatment but also speeds up the decreasgdiiével after

1 week. Under cold conditions, aldehydes and MDA ar
produced by the peroxidation of polyunsaturatety fatids and
affect cell membrane fluidity and functions (Bascland
McKersie 1994). In our work, fluctuations of botldehydes and
MDA levels are similar to those reported fos@4, confirming
that B. phytofirmansspeeds up grapevine reaction to cold shift

and later favours the acclimation process to cadperatures.

The priming effect of B. phytofirmans strain PSIN

Previous work showed that the presence of the bactaesults
in a greater capacity to withstand damage provdixgdold
stress (Ait Barka et al. 2006). Our result showedtie first time
that the PGPRB. phytofirmansstrain PsJN acts as a priming
agent of grapevine plantlets when submitted tohow-freezing
temperatures. Indeed, at 26°C, the level of botésstrelated
transcripts and metabolites were globally identinabacterized
and non-bacterized plantlets but reactions wemngeér in the
former after a cold shift. In grapevine, primed gsion of
defense mechanisms resulting in pathogen resisteasalready
been demonstrated in plants pretreated g4iminobutyric acid
(BABA) or sulfated laminarin PS3 and challengedhwitowny
mildew (Hamiduzzaman et al. 2005, Slaughter et 2808,
Trouvelot et al. 2008). Increase resistance to plathogen in
BABA-treated plants was correlated with a strond@©S
accumulation by priming of an NADPH oxidase-depend@0OS
production (Dubreuil-Maurizi et al. 2010). Recengyapevine
physiological responses have been potentiated stgBatrytis
cinerea by non pathogenic rhizobacteridgseudomonas spp
(Verhagen et al. 2010).

PAL appears to be a reliable marker of the primintesta was
previously shown that either gene expression oryrea#ic
activity was higher when (i) tobacco was challengeith
tobacco mosaic virus following pretreatment withewticals
(Conrath et al. 1995), (ii) parsley cell suspensiorere elicited
after benzothiadiazole application (Katz et al. &9%hulke and
Conrath 1998) or (iii) asparagus was challengedh ®itsarium
oxysporuntf. sp.asparagifollowing salicylic acid treatment (He
and Wolyn 2005).

Among the tested genddDX has a particular behaviour since its
expression is not induced in non-bacterized plentebmitted
to coldness but follows the same pattern of expasthan the
other tested genes in bacterized plantlets. Silyilat was
demonstrated thatOX was strongly induced in grapevine
following infection with Plasmopara viticola only when

infection was preceded by a BABA priming treatment
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(Hamiduzzaman et al. 2005). The authors also regdhatl OX
was jasmonic acid (JA)-regulated. The clear pohbedi
expression ofLOX in bacterized plantlets after cold shift
suggests that JA signal transduction pathway cbeléhvolved

in the process of cold acclimation inducedByphytofirmans.

The results obtained in this study about oxidativetabolism
may appear as incoherent. It is admitted that LC3 generate
peroxidative damages in plasma membrane throughd lip
peroxidation (Lee et al. 2005), which is deletesion plant cells.
This is contradictory with the suspected benefi@#fect of
priming that may facilitate plant reaction to streldowever, one
week after cold exposure, the LP markers an@,tdecreased
faster in bacterized than in non-bacterized pl#stisuggesting
the occurrence of undefined mechanism that pronfe@S and
LP elimination. This may represent a pathway ofnpla
acclimation to cold stress when bacterized.

In this paper, we report for the first time thaagevine priming
was induced by a PGPR, significantly helping thanplto
withstand cold stress. The state of priming offexst-efficient
resistance strategy, usually characterized as iagathle plant to
react more efficiently to biotic or abiotic stresdgy boosting
cell defense responses (Conrath et al. 2007, Cor2809).
Apart from facilitating cold acclimation, it wassal shown that
B. phytofirmans strain PsJN also protects grapevine plantlets
againstBotrytis cinerea (Ait Barka et al. 2000). There is thus
some probability that the priming effect induced By
phytofirmans strain PsJN may also participate in the resistance

of grapevine bacterized plantlets to grey mould.
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L’exposition des plantes a de basses températatdsie des stress abiotiques les plus
fréquents. Certaines plantes y sont sensiblestrd@awnt développé des mécanismes de

défense leur permettant de minimiser les dégatssimenes.

En réponse au froid, la croissance de la vigne rendement et sa photosynthese sont
affectés (Hendricksost al., 2003 & 2004 ; Bertamingt al., 2006). Ait Barkaet al. (2006)
ont démontré que des vitroplants entierement ceésnparB. phytofirmans souche PsJN
tolerent mieux le froid que des plants non-bacfériCette protection a notamment été
corrélée a une accumulation plus importante d’amidde proline et de composés
phénoliques. Néanmoins, d’autres réponses de aefaises en place par la plante a la suite

d’un stress froid n’ont pas été étudiées.

Dans ce chapitre, nos résultats montrent que pettection est aussi associée a la
potentialisation de I'expression de génes impliqgdéas les réponses de défense et plus
particulierement a la suite a un stress fraihfgd, Lox, PAL, STS et ceux codant certaines
protéines PR). Parallelement, une accumulation rdénp (osmoprotecteur), ainsi qu’'une
activation plus rapide des systemes de détoxifinatle 'HO, et des aldéhydes ont

également été observées.

Le phénoméne de potentialisation chez la vigne demr PGPRs ou des éliciteurs
(BABA, laminarine sulfatée) a déja été mis en énaelors d’attaques p&. cinerea et P.
viticola (Hamiduzzaman, 2005 ; Slaughttral., 2008 ; Trouvelokt al., 2008 ; Dubreuil-
Maurizi et al., 2010; Verhageret al., 2010) mais jamais contre le froid. A notre
connaissance, nos résultats sont la premiere préevgotentialisation des mécanismes de

défense de la vigne par une PGPR lors d’un stiastigue.

B. phytofirmans souche PsJN protege également la vigne c@hitcaerea (Ait Barka
et al.,, 2000 & 2002). Dans le chapitre suivant, nousnavétudié l'interaction vigng/
phytofirmans souche PsJN lors d'une attaque par ce champigiionde déterminer si cette

protection peut également étre associée a la palisation de mécanismes de défense.
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ABSTRACT

Burkholderia phytofirmans strain PsJN, an endophytic plant
growth-promoting rhizobacterium (PGPR) that colesiz
grapevine, presents antagonistic properties towddsytis

cinerea and protects the plant againstis fungus. However,
mechanisms associated with this resistant statthibybacteria
are still not elucidated. In this purpose, we itigeged some

defense-related gene expression and phytoaleximadation in

leaves of bacterized and non-bacterized planttefienged with
B. cinerea. Our results showed that protection of grapevin8.b
phytofirmans strain PsJN against grey mould was not associated
with priming of defense-related gene expressiont §@me
selected genes, level of expression was even fehsceéd in
bacterized leaves than in non-bacterized ones. kewehe
observed protection was correlated with primingpbftoalexin

accumulation (trans-resveratrol aginiferin).

KEYWORDS: Burkholderia phytofirmans strain PsJN, grapevine, defense responses, priBiatiytis cinerea

INTRODUCTION

Botrytis cinerea, the causal agent of grey mould, is present
worldwide and causes significant economic lossest as a
destructive pathogen of many soft fruits, vegetalaled flowers,
particularly after harvest (Elaet al., 2004). In grapevine, the
disease affects both yield and wine quality (Maf&hal., 2002;
Elmer & Reglinski, 2006).

Mechanisms induced in response Bo cinerea attacks in
grapevine are well-known. These defense responseprise
the accumulation of phytoalexins and pathogenesditead (PR)
proteins (Renaulet al., 1996 & 2000; Béziert al., 2002;
Verhagenet al., 2010). An unknown protein named 17.3 was
also characterized during grapeviBe/cinerea interaction
(Bézieret al., 2007). Stilbenes, such as resveratrol, are giape
phytoalexins and are of particular interest becahsg can be
considered as markers for plant disease resistandepossess
biological activity against a wide range of pathugéCoutos-
Thévenotet al., 2001; Delaunoist al., 2009).

Control of fungal disease is currently achieved foggicide
applications (Leroux, 2003; Pezetal., 2004). However, such

treatments have harmful consequences: apparitionnew
resistant strains, toxicity for producers, consisnenvironment
and no-targeted organisms (Gerhardson, 2002; HaNaters,
2009; Komareket al., 2010). An alternative for a more
sustainable agriculture is the stimulation of naltuplant
defenses by elicitors or beneficial microorganiq@sstet al.,
2010). Several elicitors have been demonstratgubssess the
capacity to protect grapevine agairBt cinerea: ergosterol
(Laquitaineet al., 2006), chitosan (Ait Barket al., 2004; Aziz
et al., 2006; Trotel-Azizet al., 2006), laminarin (Azizet al.,
2003 & 2004), (Varnieret al., 2009),
oligosaccharids (Aziet al., 2004), salicylic acid (Renaust al.,
1996; Derckelet al., 1996 & 1998) and methyl jasmonate
(Belhadj et al., 2008; Faurieet al., 2009). Beneficial

microorganisms, as plant growth-promoting rhizobgat

rhamnolipids

(PGPR), have the ability to trigger induced systenassistance
(ISR) in plants after pathogen attacks, and maysdiiocontrol
agents (Compantt al., 2005a; Aviset al., 2008). Several
beneficial microbes have shown beneficial effeetsgmapevine
and/or towards its pathsgen

antagonistic  properties

Burkholderia phytofirmans, Trichoderma sp., Bacillus sp.,
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Candida sp., Cladosporium sp., Ulocladium sp., Acinetobacter
sp., Pseudomonas sp., Pantoea sp., Streptomyces sp.,
Micromonospora sp. andPythium sp. (Ait Barkaet al., 2000 &
2002; Paul, 2004; Elmer & Reglinski, 2006; MagniokRrt et
al., 2007; Trotel-Azizet al., 2008; Logmanet al., 2009;
Verhagenet al., 2010). After colonization of roots by some
beneficial microorganisms or treatment with vari@hemicals,
plants can establish a particular physiologicekstalled primed
state upon stress. This situation allows plan&ctévate defense
responses fastly and/or strongly when submittedutassequent
biotic and abiotic stresses, and this phenomendneguently
associated with enhanced resistance (Conrath &@&oIR008;
Conrath, 2009).

B. phytofirmans strain PsJN, a PGPR isolated from surface
sterilized onion roots, is able to colonize sev@lahts such as
potato and tomato (Frommet al., 1991 & 1993; Pillay &
Nowak, 1997; Nowak, 1998; Salles al., 2006) and to protect
tomato againsverticilliumdahliae (Sharma & Nowak, 1998). In
grapevine, strain PsJN colonises rhizoplan, petestrinside
roots, and diffuses to leaves and inflorescencesnf@ntet al.,
2005b & 2008). Recently, the species was discovarddaves
of italian vineyards as a natural endophyte pojoratLo
Piccolo et al., 2010). Ait Barkaet al. (2000 & 2002) also
demonstrated that strain PsJN is antagonistiB.tcinerea in
vitro and confers to fully-bacterized plantlets a pridoecagainst
this pathogen.

Nevertheless, the beneficial interaction betweeapevine and
B. phytofirmans strain PsJN needs to be further elucidated,
especially how the presence of this bacterium ptstgrapevine
toward grey mould. This study consisted to inveggdf fully-
bacterized plants might be primed to respond quickemore
efficiently when attacked bB. cinerea. In this purpose, selected
defense-related gene expression and phytoalexinnadation
were monitored.

MATERIALSAND METHODS

Plant growth

Grapevine plantlets\tis vinifera cv. Chardonnay 7535) were
micropropagated on modified Murashige and Skoog inmed
(Martin et al., 1987). Cultures were performed in a growth
chamber under fluorescent light (200 pmdl.st) with 16 h
light per day at constant 26°C.

Preparation of inocula

B. phytofirmans strain PsJN taggegfp was cultivated in King's
B liquid medium for 2 days at 150 rpm and room terafure.

After centrifugation (10 min, 4000 g), bacteria ree
resuspended in 10 mM phosphate buffer (PB; pH &5)al

bacterial density was adjusted to 2.8°10FU/mL by

spectrophotometry (600 nm) according to Pillay & wed
(1997).

B. cinerea strain 630 was grown on solid tomato medium
(tomato juice 25% (v/v), agar 2,5% (p/v)) during 88ys at
22°C. Spores were collected and resuspended iitespatato
dextrose broth to a final density of *1@onidia/mL. After
incubation during 6 h at 22°C and 150 rpm, gerneidapores

were used for plant inoculation.

Inoculation of vitro-plantlets with B. phytofirmans strain
PsIN

Roots of 2-week-old plantlets were immersed for £0in
bacterial solution or sterile PB (control). Aftenoculation,
plantlets were then grown as described above fadditional

weeks before fungal inoculation.

Protection assays on detached leaves

Leaves were excised from 6-week-old grapevine [@entand
placed adaxial side downward on wet (distilled wat®hatman
3MM paper in Petri dishes. Two needleprick woundsren
applied to the abaxial side of each leave and eavéy 5uL
drop of the germinated spore suspension Bof cinerea.
Quantification of disease development was measaedhe
average diameter of lesions formed at 40, 48 anddb®s post-
inoculation (hpi) and then compared to controldtulate the %
of disease reduction. Twenty-four leaves were ifaied per

treatment and experiments were repeated 3 times.

Fungal inoculation for defenseresponse analysis

Inoculation of pathogen was performed as descriabdve,
except that 6 needlepricks wounds and drops wepéedpon
each leaf to contaminate the whole surface. Leawese
sampled 0, 15, 40 and 48 h after challenge, imneglifrozen
in liquid nitrogen and then stored at -80°C. Tweleigves were
used per treatment and time-course. Experiments vegreated
3 times.

Analysis of defense gene expression

RNA extraction, DNAse treatment to suppress genobiA
and RT-gPCR were performed according to Bordéecal.
(2010). Transcript level was calculated using tfaadard curve
method and normalized agaif&tla gene as an internal control
(Terrier et al., 2005). Genes and specific primers are listed in
Table 1. They corresponded to genes encoding ammenaf the
phenylpropanoid pathway (phenylalanine ammoniadyBsL),

a stilbene synthas&TS), a lipoxygenase from the octadecanoid
pathway [OX), 4 pathogenesis-related (PR) proteins (a
glucanase@luc), an inhibitor of proteasd®R6) and 2 chitinases
(Chitlb andChit4c)) and an unknown protein named 17.3 which
was characterized through a differential displayess onB.
cinerea/grapevine interaction (Béziet al., 2007).
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Table 1 List of primers used in the study.

Names Accession number Forward primers Reverse primers
Chitlb 254234 5-CCCAAGCCTTCCTGCCATA-3' 5-TGTGATAACACCAAAACCGGB-
Chitdc AY137377 5-TCGAATGCGATGGTGGAAA-3' 5-TCCCCTGTCGAAACACCAAG'
EFla BQ799343 5-AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA-3' 5-GAACTGGGTGCTTGAARGGC-3'
Gluc AF239617 5" TCAATGGCTGCAATGGTGC-3' 5-CGGTCGATGTTGCGAGATTTZ
LOX AY159556 5-CCCTTCTTGGCATCTCCCTTA-3' 5~TGTTGTGTCCAGGGTCCAC-3'
PAL X75967 5-TCCTCCCGGAAAACAGCTG-3' 5-TCCTCCAAATGCCTCAAATCA:
PR6 AY156 047 5"AGGGAACAATCGTTACCCAAG-3' 5-CCGATGGTAGGGACACTAT-3'
STS X76892 5-AGGAAGCAGCATTGAAGGCTC-3' 5-TGCACCAGGCATTTCTACAG3'
17.3 XM002283642 5-GTACCATCAGACCACCATAAGTAGTG-3' 5-AGACCAACGGCMATCAAGTG-3'

Phytoalexin quantification

One hundred and fifty mg of powdered leaves (gromniuid
nitrogen) were used for phytoalexin extractionlb@ties {rans-
resveratrol and its dimmerviniferin) were extracted in 375 pL
of methanol (methanol LCMS chromasolve, Fluka). eAft
incubation at 4°C in the dark for 24 h under agita{Fisherbrad
Mixer, speed 5), samples were centrifugated duBnmin at
10 000 g. Supernatants were used for phytoalexaémtification
by HPLC (hplc Waters system, 600 controler pump8724
detector, 717 plus autosampler, 5 pym ODS2 4.6*258 m
spherisorb column) according to Jeardet. (1997).

RESULTS

Reduction of B. cinerea development in fully bacterized
leaves

B. phytofirmans strain PsJN has been shown to induce resistance
in different plant species, including grapevineligmged withB.
cinerea (Ait Barkaet al., 2000 & 2002). Here, detached leaves
of bacterized plantlets were challenged with theraoteophic
pathogerB. cinerea to determine the impact of the presence of
this bacterium on disease development. At 40 hperage
necrosis size for control and bacterized leavest@ 1.7 and
44 + 2.6 mm respectively. Within 48 hpi, contr@aves
developed large necrotic lesions (9.7 + 2.8 mmiergstingly,
detached leaves from bacterized plantlets showsigjrdficant

reduction (6.5 = 3.9 mm) of grey mould disease (P6D),

40 hpi

48 hpi

control

PsJN

averaging 33% of symptom reduction for both timéfo(Fig
1, 2). The reduction of disease development wasitaiaed in
bacterized leaves at 60 hpi (Fig 1). However, lesiof control
leaves were unfortunately too large and joined ttugre making
its measurement impossible. The comparison of Hesipe was
presented in Fig 3. Results showed that contrelelearesented
mainly (74%) necrosis of medium size (4<8mm) at 40 hpi,
whereas necrosis were smallec4dmm) for bacterized leaves
(57%). At 48 hpi, large lesions (d>8 mm) represeéri8% and
30% for control and bacterized leaves respectiveligh an
important part of small necrosis (33%) for the $atsompared to

control (4%).

Analysis of defense gene expression

Used genes were selected according to the mainwpgsh
involved in plant defense. PAL and LOX are implezhtin the
salicylic acid (SA) and jasmonic acid (JA) syntlsesi
respectively, both molecules involved in systemésistance
establishment (Pieterse & Van Loon, 2007). ST#niglicated in
the resveratrol (phytoalexin) synthesis, a majompound of
grapevine defense mechanisms (Chetreg., 2009). PR proteins
are also important defense metabolites that aettjr towards
pathogens (van Loort al., 2006). For example, glucanase
(Gluc) and chitinases (like Chitlb and Chit4c) eltgacell walls
of pathogen, and inhibitors of proteases (PR6) klaction of
secreted pathogenic enzymes. The 17.3 protein egasted to
be induced in response Bo cinerea attacks in grapevine but its
function remained unknown (Bézieral., 2002 & 2007).

60 hpi

-

Fig 1 Protection of grapevine leaves agaiBstinerea after treatment wittB. phytofirmans strain PSIJN. Results are representative of one

experiment out of three independent ones. Scale2tyan.
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Fig 2: Reduction of B. cinerea disease development in detached
leaves from control or bacterized plantlets. Means with different
letters are dignificantly different (P<0.001). Results are
representative of one experiment out of three independent ones.

Independently of analysed genes, our results showed that gene
expressions were repressed (30-70 %) in bacterized leaves
compared to control ones at time O, excepted for PAL and STS
where no changes occured (Fig 4). Nevertheless, following
fungal inoculation, the levels of induction in non-bacterized and
bacterized plantlets were different in the most cases, with an
induction of expression in higher levels in the formers (Fig 4),
contrary to what expected.

PAL and STS expressions were slightly induced at 15 hpi with

800 -
600 -
400

200 A

1 chitac
400 -|

300 1
200 ~
100 A

Relative transcript accumulation

hpi

100% -

BRE
80% - 7
A 0d>8 mm
# 4<d<8 mm

mds4 mm

60% -

40% -+

20% 1

0% -

control ‘ PsJN

control ‘ PsJIN

40 hpi 48 hpi

Fig 3: Comparison between the diameter of the lesions in leaves
from control and bacterized plantlets 40 and 48 hpi. (d) :
necrosis diameter. Results are representative of one experiment
out of three independent ones.

similar level between the two treatments, then reached a
maximum at 40 hpi where their expressions were enhanced by
719 and 648 fold respectively in control plants compared to 344
and 352 fold in bacterized ones. At 48 hpi, transcript levels
decreased but remained higher in control leaves (2 fold for PAL).
At 40 hpi, LOX was significantly induced in control and
bacterized leaves 18 and 9 fold respectively, and these levels
were maintained over the time-course for both conditions (Fig
4).

Chitlb 4,2

& control
BAPsIN

2,1

hpi

Fig 4: Defense gene expression of PAL, STS LOX, PR6, Chit4c, 17.3, Gluc and Chitlb in detached leaves of non-bacterized and bacterized
grapevine plantlets 0, 15, 40 and 48 hours post challenge with B. cinerea. Results are representative of one experiment out of three

independent ones.
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Considering PR proteins, the highest expressiorldewere
observed forPR6 and Chit4C (Fig 4). From 15 hpi,PR6
transcripts accumulated gradually with still a legkevel in non-
bacterized leaves (755 fold) compared to bactertees (562
fold) at 48 hpi. FolChit4c, the peak was observed at 40 hpi with
higher level in control leaves (excepted at 15 pere levels
were almost similar), then gene expression dectetssimilar
level for both conditionsGluc was only induced in control
leaves at 15 hpi and reached a maximum level (&) & 40 hpi
then decreased. Oppositely, transcript level indrsazed leaves
increased to a maximum of 59 at 48 hpi. By contvéh the
other PR proteinChitlb seemed to be repressed during the first
hours of challenge and only slightly induced intconleaves at
40 hpi.

Consideringl7.3, gene expression reached a maximum at 40 hpi
with higher level in control leaves, then decreasedquivalent

level for both conditions.

Phytoalexin accumulations

In this study, grapevine stilbenggns-resveratrol and its dimer
e-viniferin) accumulations were quantified by HPLE leaves
from bacterized and non-bacterized plantlets fdlhaw B.
cinerea attack (Fig 5). Neithetrans-resveratrol nog-viniferin
could be detected at 0 and 15 hpi for both conustidtlowever,
both phytoalexins increased at 40 hpi in a highxéered for the
bacterized plantlets trans-resveratrol ande-viniferin were
present at 37 and 62 pg/g FW in bacterized plasgpgectively,
compared to 14 and 50 pg/g FW in control ones. &thpi,
trans-resveratrol level decreased but remained 2 fofheni in
bacterized leaves (22 pg/g FW), whereamiferin decreased to
equivalent level for both conditions (47 pg/g F\Mpreover,e-
viniferin accumulated more tharans-resveratrol in response to
B. cinerea challenge (Fig 5).

DISCUSSION

Improvement of plant resistance by beneficial micganisms
could be linked directly to the antagonistic prajgsr of these
microorganisms toward pathogens (competition fotriewnts,
parasitism, production of metabolites (antibiotisglerophores
or enzymes) or indirectly by inducing an ISR sté®akker et

40 + trans-resveratrol
30
20

pg/g FW

10 Nd
0 -

15 hpi 40 hpi 48 hpi

al., 2003; Compantet al., 2005a; Avis et al., 2008).
Enhancement of resistance towars cinerea by beneficial
microorganisms was observed in numerous plants s@ash
tomato (Hmouniet al., 2006; Leeet al., 2006), apple (Batta,
2004; Calveet al., 2007) and strawberry (&tial., 2007; Cotat
al., 2008). In grapevine, several microorganisms weperted
to protect the plants again& cinerea (Elmer & Reglinski,
2006; Magnin-Robertet al., 2007; Logmanet al., 2009;
Verhageret al., 2010). Magnin-Robest al. (2007) showed that
severity of disease on leaves and berries undier denditions
was reduced to different levels, depending on twdvial strain.
In this study, we showed th&t phytofirmans strain PsJN was
also able to protect grapevine against this fungus.
Mechanisms involved in response B cinerea attacks in
grapevine are well-documented. It was reportedndndtion of
defense-related gene expressi®Al, STS PGIP, CH3, $-1,3
glucanase andChitlb) in leaves and berries (excef@H3)
(Renault et al., 2000; Bézieret al., 2002), production of
phytoalexins (Verhagest al., 2010), improvement of chitinase
and B-1,3 glucanase activities (Coutos-Théveebtal., 2001;
Magnin-Robertet al., 2007). Our results are concomitant with
these studies, excepted f@hitlb for which no significant
induction of gene expression was observed (exdef@ api). In
contrast, Verhageret al. (2010) showed that phytoalexin
accumulation reached a maximum at 72 hpi (40 hgiigstudy)
but fungal inoculation method was different (nomrgated
spores).

The phenomenon of priming was successfully studied
grapevine last years with treatment by laminafisamino
butyric acid (BABA) or beneficial bacteria that peots
grapevine against various stresses, sucRlasnopara viticola
(Hamiduzamaret al., 2005; Trouvelott al., 2008; Slaughtest
al., 2008),B. cinerea (Aziz et al., 2003; Magnin-Robertt al.,
2007; Verhageret al., 2010) and chilling (Theocharis, 2010).
Improved resistance to grey mould in grapevine bgdificial
microorganisms could involve priming of PR proteiativities
and phytoalexin accumulation (Magnin-Robett al., 2007,
Verhagen et al.,, 2010). Recently, Verhagest al. (2010)
demonstrated that several strainsPstudomonas spp. primed

phytoalexin responses followindd. cinerea challenge and

protected in vitro plantlets against this fungus.

80 - e-viniferin | control
F1PsJIN

60

£

o 40

=)

= 20 Nd / /
0 7 7

15 hpi 40 hpi 48 hpi

Fig 5 Production of phytoalexindr@ns-resveratrol and-viniferin) in detached leaves of non-bacterized bacterized grapevine plantlets
challenged witlB. cinerea. Results are representative of one experimenbfomto independent ones. Nd: not determined.
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In this study, we demonstrated that bacterizedtielsnare more
resistant toB. cinerea attacks. Surprisingly, our results showed
that defense genes in bacterized plantlets weseinesiced than
unbacterized ones, despite the protection. To cleble fungal
method of inoculation had an impact on defense gepeession
level, leaves were also spray-inoculated in orderantaminate
all the leaf surface. The results showed strongdudgtion of
gene expression but with the same profiles (datasinown). In
our study, protection of grapevine by strain PsH¢ worrelated
to higher resveratrol accumulation but surprisinglgt with
priming of STS expression, suggesting that strain PsJN had an
effect on post-transcriptomic regulation. Howev&TS is
encoded by a multigene family, and primers usedewsot
specific of allSTS. Higher resveratrol accumulation may thereby
be correlated to priming of othe&TS expressions. We also
hypothetized that increased resistance might be tdupost-
transcriptomic changes of defense-related molecule&
proteins) or induction of other genes in bacterizgdntlets
following B. cinerea challenge. It seemed that bacterized
plantlets needed to activate less transcription defense
compounds when attacked by the fungus than coedrahes.
For example, PR proteins might accumulated in baet
plantlets since root inoculation and growth of laeed
plantlets.

Moreover, as no protective effect was obtained etached
leaves from only root-colonized plantlets (data sbiown),
presence of strain PsJN or long interaction wittsthplant
seemed to be primordial for enhancing resistantecohtrast,
improved resistance td. cinerea by Pseudomonas spp.
(Verhagenet al., 2010) was correlated with establishment of an
induced systemic resistance state following roaicitation,
since bacteria were unable to diffuse from rootdetves (A.
Aziz, personnal communication). In previous studiewas also
demonstrated that strain PsJN is antagonisticitro to B.
cinerea (Ait Barka et al., 2000 & 2002), suggesting a part of
resistance could be attributed to antagonism. Hewetis did
not explain why gene expression in leaves of bexe@mplantlets
was less induced. Another plant defense mechanssrthe
strengthening of cell walls (structural barrierg)dccumulation

of callose or lignin deposits in order to limit gération and
growth of pathogens (Garciort al., 2007).
phytofirmans strain PsJN-grapevine interaction, a host defense

During B.

reaction coinciding with phenolic compound accurtiateand a
strengthening of root cell walls during endophyta@onization
was reported (Compart al., 2005b & 2007). We could thus
suppose that fully-colonized grapevine plantletsuldo be
submitted to physiological changes after bactdrnakulation
and/or that presence of bacteria in leaves chalkngith the
fungus could prime structural barrier formation adefense

compounds.

To better understand enhancement of resistanceapegne by
B. phytofirmans strain PsJN followingB. cinerea challenge,
some defense-related gene expression and phytoalexi
accumulation were studied. Our results showed tbsistance
was linked to priming of phytoalexin accumulationt lmot with
priming of defense-related gene expression. In rotdeget
further insight in this phenomenon, it would beenesting to
observe physiological changes by microscopy andtudy by
transcriptomic (microarrays) and proteomic methtigs global

modifications improved.
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B. phytofirmans souche PsJN confére a la vigne une protectiorre8atinerea (Ait
Barkaet al., 2000 & 2002). Dans ces études, les auteursgalédment démontrién vitro que
la souche PsJN est antagonisteBdeinerea. En revanche, les mécanismes impliqués dans la
protection de la plante n’ont pas été déterminéssiAnous ne savons pas si elle est associee
a la potentialisation de mécanismes de défensa etiimuement aux propriétés antagonistes

de la bactérie.

Dans ce chapitre, nous avons étudié I'expressiagedes de défensBAL, Lox, STS,
17.3 et ceux codant certaines protéines PR) et quantiis teneurs en phytoalexines
(resvératrol et son dimere,sfviniferine) dans des feuilles de vitroplants erggent
colonisés par la souche PsJN en présence du chaonpif)’analyse de I'expression des
genes testés n'a pu révéler la potentialisatiorledes expressions (celles-ci étant méme
parfois moins induites chez les vitroplants entiggat bactérisés), contrairement aux résultats
obtenus dans I'étude précédente (Chapitre2-Puigic®}t Par contre, cette protection a été

associée a une accumulation plus importante dealexines.

Ces résultats sont surprenants, en particulier cenkernant le resvératrol. En effet,
STS code la stilbéne synthase qui est la derniere reazgle la voie de biosynthése du
resveératrol. Or nous n'avons pas observé de patesaion de son expression alors que le
resveratrol s’accumule d’avantage dans les feulbastérisées. Deux hypothéses peuvent
expliqguer ces résultats: (i) des régulations p@stscriptionnelles (hypothése émise
également pour les autres genes étudiés), et gii5TS étant codée par une famille
multigénique et les amorces utilisges ciblant pas la totalité d&§'S présents chez la vigne,

il est possible que ce soit I'expression d’autr@segSTS qui soit potentialisée.

La présence de la bactérie localement peut égateex@liquer cette protection dans
la mesure ou la souche PsJN est antagonist®. dmerea. De plus, comme nous l'avons
démontré dans le Chapitrel-Publication2, ainsi Q@enpantet al. (2005b & 2007), la
bactérie induit le renforcement des parois végetgar une accumulation de composeés
phénoliques, ceic constituant une barriere physpgus difficilement franchissable pour le
champignon (Garciogt al., 2007).

La méme étude réalisée en condition systémiquetgiagrésente uniqguement au

niveau des racines) n’a pas permis de protégdelgites contre le champignon. Il semblerait
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donc que la présence de la bactérie localemennéodssaire pour protéger la plante contre
cet agent pathogene.

D’autres micro-organismes sont également capaldeprdtéger la vigne contrg.
cinerea: Pythium sp. (Paul, 2004),Trichoderma sp., Ulocladium sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas fluorescens (EImer & Reglinski, 2006), des levures (Zahatval., 2000; Santos
et al., 2004) et des actinomyceétes (Lognetral., 2009). Le phénoméne de potentialisation
chez la vigne par des PGPRs (en condition systéjiou des éliciteurs (BABA, laminarine
sulfatée) a déja été mis en évidence lors datqpar B. cinerea et P. viticola
(Hamiduzzaman, 2005 ; Slaughgtral., 2008 ; Trouvelott al., 2008 ; Dubreuil-Maurizet
al., 2010 ; Verhagest al., 2010). A notre connaissance, nos résultatslagremiére preuve
de potentialisation de certains mécanismes de gefda la vigne par une PGPR endophyte

lors d’un stress biotique.
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Fig. 35: Mécanismes de défense induits lors de l'intévactntre la vigne dB. phytofirmans souche PsJN. AJ :
acide jasmonique ; AS : acide salicylique.



Conclusions

L'étude des interactions entre les PGPRs et lelastgs hbtes constitue a I'heure
actuelle un enjeu majeur. En effet, leur utilisatiainsi que celle de molécules élicitrices,
rentre dans le contexte de la stimulation des défenaturelles des plantes, dont la finalité est
de réduire I'application des produits phytosangmiau champ. Les PGPRs renforcent I'état
physiologique de leur hote par la stimulation de roissance et I'induction d’une protection
contre une large gamme d’agents pathogénes maisdesnismes d’interaction avec la plante
hoéte sont encore méconnus. Dans cette thése, unesdmteractions a été étudiée avec le
modeleVitis vinifera L./B. phytofirmans souche PsJN. Ainsi, nous avons démontré Bue
phytofirmans souche PsJN, qui est capable d’établir des papafatrhizosphériques et
endophytiques avec la vigne (Competndl., 2005a & 2008a), induit des réponses de défense
de la plante (mais a un moindre niveau comparésaniaraction incompatible) et lui confere
une protection contre le froid Bt cinerea, cette protection étant associée a la potentiadisa

de certains mécanismes de défense.

1-Perception d8. phytofirmans souche PsJN par les cellules de vigne

Dans le cadre de cette étude (Chapitrel-PublicBtionous avons tout d’abord
compare les événements précoces induits chez i@ Wgsque celle-ci est en présencd’de
syringae pv. pis (bactérie non-héte) oB. phytofirmans souche PsJN (PGPR endophyte ; Fig.
35). Les observations microscopiques montrent gsi bactéries interagissent physiquement
(des la premiére heure aprés la mise en contaet) lag cellules végétales. Cependant, nos
résultats montrent qu’elles sont percues difféerentmien effet, lors de l'interaction cellules
de vigneP. syringae pv. pis (réaction non héte), nous avons observé une aisaltion en 2
phases du milieu extracellulaire ainsi qu'un ‘buostydatif’ (en 2 phases) et une mort
cellulaire, événements caractéristiqgues d'une Ridrdvanche, lors de l'interaction avec la

souche PsJN, seule une phase transitoire d’alsation a pu étre observée.

Cette différence de perception par les cellulesétadgs se retrouve également au
niveau de I'expression de genes impliqués dansélesnses de défenskIl, Gluc, Chit4c,
Lox, W17.3). En effet, les résultats montrent que tous lesegéestés sont induits au contact
de P. syringae pv. pis et B. phytofirmans souche PsJN (Fig. 35), mais que les niveaux
d’induction sont plus forts lors du contact avebé#atérie non-hote. L'élicitation des cultures
cellulaires par les molécules signal (AS, MeJA)eans de déterminer quels sont les génes
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spécifiguement induits en réponse a ces molécllasalyse de I'expression de ces mémes
géenes a permis de déterminer que la souche PsJbagasble d’induire simultanément les
voies de signalisation dépendantes de I'AS et IKAhéz la vigne (Fig. 35). La production
d’AS et I'activation de la voie dépendante de I'l8s d’une interaction plante/PGPR ont été
tres peu décrites (De Meyeral., 1999 ; Singlet al., 2003 ; Tjamost al., 2005 ; Domenech

et al., 2007 ; Rudrappat al., 2008), les PGPRs étant connues pour stimulevola
dépendante de 'AJ/ET (van Loahal., 2006b). Cependant, Zhaegal. (2002) et Conret

al. (2008) ont déemontré que certaines PGPRs pouvaienire simultanément les voies
dépendantes de I'AS et de I'AJ/ET. Ces travaux liesé renforcent l'idée que, selon
I'interaction plante/PGPR, une ou plusieurs voiesiginalisation peuvent étre activées ce qui

permet I'induction de difféerentes réponses de dsden

Notre étude a donc permis de caractériser les éwemts induits dans les cellules de
vigne au contact d8. phytofirmans souche PsJN mais le(s) MAMP(s) incriminé(s) dans
I'induction des réponses de défense n’a pas égrdité. Cependant, nos résultats semblent
nous orienter vers un MAMP issu de la structureopale la souche PsJN compte-tenu de la
rapidité de mise en place de la réponse immunigeirdes cellules de vigne. Il semblerait que
le MAMP soit de nature protéique dans la mesuremiraitement de la culture bactérienne
par une protéase abolit la mise en place de lansgponmunitaire. De plus, le peptide Flg22
de la souche PsJN est reconnu comme MAMP Aparthaliana (Stéphan Dorey,
communication orale).

Malgré la perception de la souche PsJN par lesilesllde vigne, les réponses de
déefense mises en place sont plus faibles que celissrvées lors de l'interaction avec la
bactérie non-hoéte. La souche PsJN pourrait dondemdgat contourner la réponse
immunitaire par la sécrétion d’effecteurs (indéteds). De plus, la souche PsJN est capable
de dégrader I'tD, (impligué dans l'activation de mécanismes de d&derproduit par les
cellules puisqu’aucun burst oxydatif n'a été détdats de I'interaction avec la bactérie tandis
gu’'une production d’kD, a été observée lorsque les cellules interagissest an extrait
bouilli de la souche PsJN. Enfin, la souche PsJd¢gae une activite ACC déaminase qui lui
permet ainsi de réguler le taux d’éthylene, mokécde signalisation impliguée dans

I'induction des réponses de défense et pouvantaigireavec I'AS et I'AJ.

Des réponses de défense ont également été obstsds la colonisation racinaire

de boutures par la souche PsJN (Chapitrel-Puldicati Fig. 36). En effet, la colonisation
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épi- et/ou endophytique des racines y induit ureuacilation de composés phénoliques, un
stress oxydatif et un stress nitrique, alors querizduction de FAOs (#,) n’'a pas été
détectée sur cellules. La production de FAOs paldate lors de cette interaction semble

donc dépendre du modele d’étude.

2-Protection de la vigne contre le froid @aphytofirmans souche PsJN

La potentialisation des réponses de défense paP@&dRs lors de stress biotique et
abiotiqgue est bien documentée (Van Weesl., 2008 ; Conrath, 2009 ; Verhagehal.,
2010).

Il a été démontré que des vitroplants entieremeloinésés paB. phytofirmans souche
PsJN présentaient une meilleure tolérance au {witdBarka et al., 2006). Afin de mieux
caractériser cette protection, différents paramsepieysiologiques, I'expression de genes de
défense $TS, PAL, Lox, Gluc, Chit4c, Chitlb) et d’'un facteur de transcriptio@BF4) connu
pour étre un marqueur du stress froid chez la v{yieo et al., 2008), ont été analysés dans
les feuilles de vitroplants exposés a 4°C pendas¢rfaines (Chapitre2-Publication3). Les
résultats obtenus révélent que la protection céef@ux plantes pd. phytofirmans souche
PsJN est corrélée a la potentialisation de l'exgioes de tous les genes testés et de
'augmentation du taux de proline (osmorégulateainsi qu'a une activation plus rapide des
systémes de détoxification des marqueurs de peabioyd des lipides (aldéhydes et
malondialdéhydes) et de I8, (Fig. 37). Le phénomeéne de potentialisation cheadne par
des éliciteurs ou des PGPRs a déja été mis enneéders d’attaques pd. cinerea et P.
viticola (Hamiduzzaman, 2005 ; Slaughttral., 2008 ; Trouvelokt al., 2008 ; Dubreuil-
Maurizi et al., 2010 ; Verhagemt al., 2010). A notre connaissance, ces travaux deethés
constituent la premiére preuve de potentialisaties mécanismes de défense de la vigne par

une PGPR lors d’un stress abiotique.

D’autres composés ou phénomenes physiologiquesegatement impliqués dans les
mécanismes de défense induits en réponse au ftsdque les sucres et les pigments
photosynthétiques (Ruellane al., 2009). Dans la mesure ou des vitroplants deevign
colonisés par la souche PsJN présentent une acpikiitosynthétique plus forte comparés a
des plantes témoins exposés au froid (4°C), undeéatuellement en cours d’analyse porte
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sur limplication de la souche PsJN dans l'activiotosynthétique et le métabolisme

carboné.

3-Protection de la vigne contBe cinerea parB. phytofirmans souche PsJN

B. phytofirmans souche PsJN posseéde une activité antagomistetro envers le
champignon nécrotropH cinerea et induitin vivo la protection de la plante a I'égard de cet
agent pathogene (Ait Barket al., 2000 & 2002). Sur des feuilles issues de vianfd
entierement colonisés (Chapitre3-Publication4utié de I'expression de génes de défense
codant des protéines PRRG, Chit4c, Chitlb et Gluc), la protéine 17.3 (de fonction encore
inconnue mais induite lors d’attaques Barcinerea), la Lox et des enzymes de la voie des
phénylpropanoidesPAL et STS), a révélé que, contrairement a ce qui a été végeour la
protection contre le froid, la protection conti cinerea n’est pas associée a la
potentialisation de leurs expressions, celles-antttnéme parfois moins induites chez les
feuilles bactérisées par rapport aux feuilles t&moEn revanche, une accumulation plus
importante de phytolexines (resvératroleatiniférine) a été observée (Fig. 38). Les genes
testés dans cette étude sont connus pour étradnchéz la vigne en réponse a une attaque
parB. cinerea. Le fait que leur expression soit moins induitezxtes plantes colonisées par la
souche PsJN en dépit de la protection observéelpapgestion du role de ces composes de

défense dans la protection de la vigne contregmttgpathogéne.

La protection observée peut également étre assaae@ropriétés antagonistes de la
souche PsJN enveB cinerea, ainsi qu’aux modifications physiologiques quebkctérie a
pu induire chez la plante depuis l'inoculation daesines (accumulation de composés de

défense, renforcement des parois).

4-Conclusion générale

Ces différents résultats démontrent donc Buphytofirmans souche PsJN est percue
par la vigne et induit localement des mécanismesiéense mais a un niveau moindre
comparé aux agents non-héte. Néanmoins, en l'absdmsymptomes de maladie, la souche
PsJN est donc dans un premier temps reconnue pkane comme un agent pathogéne. Puis

une relation bénéfique s’établit tres vite, cellese manifestant par la promotion de

124






Conclusions

croissance et la mise en place d'une protectiorirede froid (4°C) etB. cinerea via la
potentialisation de certains mécanismes de défgnisee sont pas encore tous définis. Afin
de déterminer si la présence de la bactérie loailerast indispensable pour induire ces
protections, des études préliminaires ont été neeeBeondition systémique. Dans la mesure
ou aucune protection contre ces stress (frol8l einerea) n'a été observée, il semblerait donc
que la présence d& phytofirmans souche PsJN localement soit un facteur détermipaunt

I'’établissement de la résistance.
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Perspectives

Les différents résultats obtenus dans le cadreeti® ¢thése ont permis de mieux
comprendre l'interaction entre la vigneBetphytofirmans souche PsJN. Cependant, différents

points complémentaires peuvent étre envisagéspmburt de vue fondamental et appliqué.

1-Aspect fondamental

Le froid affectant la photosynthese de la plantserait utile d’étudier si la souche
PsJN a un impact sur leétabolisme carbonéEn effet, Ait Barkast al. (2006) ont démontré
gue la photosynthése est moins affectée chez tasplants bactérisés exposés a 4°C par
rapport a des plantes non-bactérisées, et quVlayt @avantage d’amidon dans les premiers.
Ainsi, il serait intéressant d’étudier I'ensemble Ig@ctivité du photosystemede la plante
(activité photosynthétique, échanges gazeux), iVt d’enzymes impliquées dans le
métabolisme carboné (amylase, invertase...), et dmtiier certainssucres (glucose,
raffinose, saccharose), ces derniers étant imiglads les réponses de défense a la suite
d’un stress par le froid en plus de leur effet ogtgalateur (Ruellandt al., 2009).
De plus, dans notre étude (Chapitre2-Publicatiom®l)s avons uniquement analysé les
feuilles. L'étude des réponses mises en place tEmautres organes(racines et tiges)
permettrait de déterminer si les réponses de défdiferent suivant I'organe considéré,

méme si tous sont colonisés par la bactérie au mbduestress.

Dans nos différentes études, nous avons analys@rdssion de divers genes
impliqués dans les réponses de défense, notanténtLox, STS, CBF4 ainsi que certains
genes codant des protéines PR. Bien que ces deraesentent des marqueurs couvrant les
principales voies de défense activées par la planded’'un stress, ils ne représentent qu’'une
faible proportion de tous les moyens dont la platigpose pour se défendre. Par exemple,
Bézieret al. (2007) ont observé I'induction d’autres genesacadies protéines PR lors de
I'interaction vigneB. cinerea. L’approche globale utilisant dgsuces a ADN permettrait
d’évaluer de maniere générale les modifications sjghygiques engendrées pd.
phytofirmans souche PsJN sur la vigne au niveau transcriptaeidune approche
protéomique devrait également étre envisagée dans la mesutlesommodifications post-
traductionnelles peuvent refléter des differencescdes résultats obtenus grace aux puces a

ADN. Des dosages dttivité enzymatiquepourront aussi étre réalisés, notamment le dosage
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des activités chitinase et glucanase qui sont gqupks dans la résistance corBrecinerea
(Magnin-Robergt al., 2007 ; Verhagest al., 2010).

Nos résultats suggerent que les voies de sigrialisde I'AS et de I'AJ sont induites
au niveau local lors de l'interaction cellules dgne-B. phytofirmans souche PsJN. De plus,
nous avons observé une production d’AS mais I'A@pas pu étre quantifié dans cette étude.
L’étude des réponses locales induites par la soBsld®&l devra donc aussi étre réalisée sur
d’autres modéles d’étude (vitroplants et bouture$)y de s’assurer que les réponses de
défense mises en place localement ne differensglas le modele d’étude.

De plus, en utilisant ces 2 modéles (vitroplantbaitures), il sera possible de déterminer
quelles voies de signalisation sont impliquéesa@rdition systémique. Toutefois, lors d’'une
interaction plante-PGPR, il a été démontré queglaatisationvia I’AJ au niveau systémique

se fait en synergie avec I'ET (Pieterse & van La&007). Il est donc possible que I'ET soit
également impliqué dans linteraction que nous iénsl Le dosage des principales
molécules de signalisationimpliqués dans les voies de signalisation (AS, &JET)
permettrait donc de déterminer lesquels jouentolm déterminant dans I'établissement de la
résistance locale ou systémique et si le messadéfdase différe selon I'organe considéré ou
selon le modéle d’étude utilisé.

Une approche pharmacologique pourrait également étre envisagée sur la vigne par
I'utilisation d’inhibiteurs des voies de signaligat. Par ailleurs, des expériences menées sur
A. thaliana (pour laquelle les ressources génétiques sont aénagiles et facilement
accessibles), permettraient de déterminer plusigindent les voies ou les métabolites
essentiels dans I'établissement de la résistarmeelemple, des mutants affectés dans la
synthese ou la perception de I'AS, I'AJ et/ou I'EElBs mutants déficients dans la synthese de
la camalexine (phytoalexine de l'arabette) et degamisCbfl (analogue deCbf4 chez la
vigne) pourraient étre utilisés. Cependant, lesltéts obtenus chez I'arabette ne seront pas
forcément le reflet de ce qui se passe chez laeyitgs 2 plantes étant assez éloignées

physiologiquement.

Les différents travaux réalisés au cours de cdibset ont permis de caractériser
I'interaction entre la vigne et la souche PsJN t@da perception de la bactérie par la plante
ou lors d'un stress (exposition a 4°C ou infectpam B. cinerea). Néanmoins, ces résultats
laissent des questions en suspens : (i) queldewdéterminants de la bactérie permettant

I'élicitation de certaines réponses de défense dersa perception de la bactérie (ou de ses
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MAMPs) par la plante, et (ii) laprésence de la souche PsJN localememist-elle
indispensable pour protéger la plante contre liel '®oB. cinerea ?

Les MAMPs des PGPRs sont variés : LPS, autres ceamp® de la paroi, flagelline,
molécules secrétées (Ongeatal., 2007 ; Rodriguez-Navarre al., 2007 ; van Looret al.,
2008 ; Verhageret al., 2010). PouB. cepacia et B. plantarii (agents pathogénes), il a été
démontré que leur principal MAMP est de type LP®rffér & Dubery, 2004 ; Gerbet al.,
2004). En revanche, dans notre étude (Chapitrebligationl), des expériences préliminaires
ont permis de déterminer que le MAMP Be phytofirmans souche PsJN serait de nature
protéigue (données non publiées). La caractérisatoce MAMP faciliterait I'application au
vignoblevia un traitement éliciteur comparé a I'utilisationldebactérie vivante.

Les expériences menées sur des vitroplants enggrtecolonisés par la souche PsJN
ont permis de déterminer que la présence de l&it@dbcalement permet de protéger la
vigne contre le froid (4°C) eB. cinerea. En revanche, en condition systémique, aucune
protection contre le froid n'a été observée pows bleutures ou la bactérie était uniguement
présente au niveau des racines, le modele vitrbplagant pu étre retenu compte-tenu de la
trop grande vitesse de propagation de la bacté&iempantet al., 2005b). Plusieurs
hypothéses peuvent expliquer ce résultat : (i) r@adf appliqué n’était pas suffisant, les
boutures étant peut-étre plus résistantes queattephants du fait de leur anatomie, et dans ce
cas il faudrait réitérer I'expérience avec un frgtls intense ; (ii) la souche PsJN est
incapable d’induire une ISR et donc la présencéadmactérie localement est indispensable
pour induire la résistance ; et (iii) le modele tuva se comporte différemment du modéle
vitroplant. En revanche, le test de protection Bt cinerea en condition systémique a été
réalisé sur des feuilles de vitroplants dont seldegacines étaient colonisées par la souche
PsJN (aucune protection n’avait eté observee). émenétude sur le modele bouture devra

étre menée afin de s’assurer que le modele éttiditua pas sur les résultats.

B. phytofirmans souche PsJN étant capable de protéger la vigneeclenfroid etB.
cinerea, des expériences complémentaires devront étre eseafin de déterminer si la
bactérie est capable de protéger la plante contretrés agents pathogenegPlasmopara
viticola, Erysiphe necator ou les champignons responsables de I'esca) autré’s stress
abiotiques (carences, UV, sécheresse).

Enfin, le génome dB. phytofirmans souche PsJN ayant été entierement séquencé, des

études menées avec des mutants de cette bactémetivent de caractériser les facteurs
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bactériens intervenant dans la colonisation randé la vigne et dans I'établissement des
populations endophytiques, ainsi que ceux impligdeiss la promotion de croissance et la
protection de la plante contre le froidRtcinerea. Des mutant$i4l et acds pourraient par

exemple étre envisagéd paragraphe 4.3.1).

2-Aspect appliqué

2.1-Présence d&. phytofirmans souche PsJN dans le vignoble francais ?

Bien que I'espéece ait été recemment isolée dantedées de plants de vigne italiens
(Lo Piccoloet al., 2010), la présence d& phytofirmans souche PsJN dans le vignoble
francais n'a pas encore été établie a ce jour.égéementation francaise est tres restrictive
concernant I'application d'un micro-organisme (diree 2001/36/CE), particulierement
quand celui-ci n'est pas d’origine francaise. Laal@/erte de cette souche sur notre territoire

faciliterait ainsi les démarches pour son applicatu vignoble.

2.2-Application au vignoble

Les résultats obtenus en laboratoire concernant elifsts bénéfiques deB.
phytofirmans souche PsJN sur la vigne devront étre confirméviguoble en vue d'une
application réelle en lutte biologique : colonisatide la plante, promotion de croissance,
protection contre le froid @. cinerea. D’autres tests permettront également de détermsine
la souche PsJN est capable de protéger la vignwecdiautres agents pathogénes (par
exempleP. viticola et E. necator) ou des stress abiotiques (‘freezing’, UV, séclempdans
le cas ou une protection serait constatée, soisaiidn au vignoble permettrait de réduire
celle des produits phytosanitaires et serait done w@approche plus respectueuse de
I'environnement. Nous ne savons également paslsidéerie peut se maintenir au cours du
temps au sein de la plante, ni si elle est capdblesurvivre aux traitements chimiques
appligués au vignoble. Il faudra donc établir coenbde temps la bactérie persiste dans la
plante, afin de déterminer le nombre d’applicatiaresfectuer au cours de I'année. Enfin, une
étude environnementale devra étre conduite afivadl@r I'impact de la présence de la

souche PsJN sur la faune et la flore locales.
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Dans cette thése, la protection coriiecinerea a été observée uniquement sur les
feuilles. Or, au vignoble, ce sont les baies quntsprincipalement infectées par ce
champignon. Il faudra donc s’assurer que la solrR3UN protege aussi les baies contre cet
agent pathogéne, le modele bouture permettantetiotires difficilement des baies mares en

laboratoire.

Afin de mener ces expériences au vignoble, plusiesiratégies peuvent étre
envisagées : (i) inoculation du sol (au vignobl@y pes solutions bactériennes fortement
concentrées, (i) inoculation de la souche PsJMiaeau des plaies de taille (au vignoble),
(i) inoculation de la bactérie sur des vitropmui seront acclimatés par la suite et (iv)
bactérisation de jeunes plants (disponibles chepépiniéristes) avant leur introduction au

vignoble.

2.3-Impact deéB. phytofirmans souche PsJN sur la vinification

La qualité des baies de raisin au moment des veedarst une étape clé pour
I'élaboration des vins, et il a été démontré quprésence dB. cinerea dans les baies mares
altérait la qualité des vins (Darriettal., 2000 & 2001 ; Marchadt al., 2002). Dans le cas ou
la souche PsJN serait présente dans les baies,nieesira s’assurer qu’elle ne modifie pas

la qualité des baies et que cette présence nameepas avec le processus de vinification.
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Abstract

RNA extraction from grapevine, as from all woodwamts, is known to be problematic. Several methade tbeen developed last years,

among which some are available for extraction fiwood, but they are usually time-consuming, or \&kd for northern hybridization.

Here we present a rapid method for RNA extractiecéve for studying grapevine wood gene expressip real-time RT-PCR.

Key words: grapevine, RNA, real-time PCR, gene expressiondwoo

Abbreviations: CTAB: cetyltrimethylammonium bromide; DEPC: diethytocarbonate; RT-PCR: reverse-transcription pohase chain

reaction; TAE: Tris-Acetate-EDTA/VGluc: grapevine gene coding for glucanageSTS: grapevine gene coding for stilbene synthase

INTRODUCTION

RNA quality and integrity are the main limiting facs in the
application of RT-PCR techniques. RNA extractioonirwoody
plants, such as grapevine, is particularly difficdlie to their
high content in carbohydrates, acids, tannins ahdnglics
(Loulakakiset al 1996) which may limit extraction yield, RNA
quality and inhibit subsequent enzymatic reactiWang et al
2000).

Many methods have been developed to extract RNAn fro
woody plants such as forest trees (Allona et @81%Vang et al.
2000, Le Provost et al. 2007) and fruit trees (Gamtet al.
2008). They involve the use of ultracentrifugaticteps
(Loulakakis et al. 1996, Gambino et al. 2008), CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) (Gambino et al.0p or
extraction/purification kits (Wang et al. 2000, Peovost et al.
2007, Gambino et al. 2008). These protocols arellysmot
adapted for RNA extraction from wood or are timesaming
(two-day extraction, treatment of plastic/glasswarand
solutions with DEPC (diethylpyrocarbonate)).

Several methods exist for RNA extraction from grape but
they were developed foin vitro plantlets (Thomas and
Schiefelbein 2002, Thomas et al. 2003), leaves soats
(Loulakakis et al. 1996, Moser et 2004, Gambino et a2008),

cell cultures (Loulakakis et al. 1996) or for thetettion of
pathogens in wood (MacKenzie et al. 1997, Nassu#l. €000,
Osman and Rowhani 2008). Recently, Gambino et24l08)

proposed a rapid CTAB method for extracting RNArrmature
canes suitable for northern blotting analysis.

Here we present another rapid and simple methodRNA

extraction from wood, validated for gene expressioalysis by
real-time RT-PCR.

MATERIAL AND METHODS

Plant material and sampling

Woody canes were collected from vegetative or ifigitvoody
cuttings. Woody canes were cut in 1 cm long pieaiter
removal of epidermis. They were frozen in liquitrogen, then
stored at -80°C until use. Samples were grounidjirid nitrogen
to a fine powder with a laboratory ball mill withdx grinding

balls of 30 mm diameter (Prolabo).

RNA extraction protocol
Solutions were not treated with DEPC and all experits until
PCR were realized with disposable RNase-free tipsl a

microcentrifuge tubes.
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The Conceft! Plant RNA reagent method for small scale RNA
isolation was used according to the manufactuiesguctions
(Invitrogen, ref 12322-012)ut with modifications. One hundred
mg of powdered sample were extracted by addingnfl,5of
cold ‘Plant RNA reagent’. Following a strong voritex for 90
seconds, the mixture was incubated for 5 min atmroo
temperature. After centrifugation at 12,0g0for 2 min, the
300 pL of

chloroform/isoamyl alcohol (24:1, v/v) and centghied at

supernatant was extracted twice with
12,0009 for 10 min at 4°C. The upper phase was collected in
new tube and RNA was precipitated with an equauwa of
isopropanol and 100 pL of 5M NaCl. Following 10 min
incubation at room temperature, RNA was pelleted by
centrifuging at 12,00@ for 10 min at 4°C. The supernatant was
discarded and the pellet was washed with 75% ethamairied

for approximately 20 min and resuspended in 10 fimidiQ
water. Genomic DNA was removed with RNase-free [Nas
treatment (Promega, ref 9PIM610). Five pL of t®®NA were
treated with 1 U of enzyme according to manufactsire

instructions.

RNA analysis

RNA purity and concentration were assessed by métérg the
spectrophotometric absorbance of the samples ata®60280

nm and ratios AdJdAz RNA integrity was evaluated from the
28S and 18S rRNA bands on 1% agarose gel after
electrophoresis in 0.5X TAE (Tris-Acetate-EDTA)isting with
ethidium bromide and visualisation under UV light.

Real-time RT-PCR

One hundred and fifty ng of total RNA were revetissscribed
by using the Verso SYBR Green 2-Step QRT-PCR Rdx ki
(ThermoElectron, ref AB-4113/ART conditions were 42°C for
30 min, then 2 min at 95°C.

PCR reactions were carried out in 96-well plates L per
well) in a reaction buffer containing 1X SYBR greémmix
(Absolute Blue QPCR SYBR Green, ThermoElectron, ABf
4162/B ; includingTaq polymerase, dNTPs, SYBR Green), 280
nM primers (forward and reverse) and 5 pL of cDNKted 10
times. PCR conditions were 95°C for 15 s (denatmatand
60°C for 1 min (annealing/extension) for 40 cycles a
Chromo4 thermocycler (Bio-Rad). PCR efficiencylué primers
sets was calculated by performing real-time PCRsewneral
dilutions. We used the followinyvEFla primers: WEF1lo-F
(5-GAACTGGGTGCTTGATAGGC-3") andWEFla-R (5'-
AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA-3Y).

RESULTS AND DISCUSSION

Canes were ground in a fine powder with a ball dgmthat

allowed easy and fast processing of numerous sample

Epidermis was removed from the canes before grindin
Initially, extractions were done with whole woodttougs, but
RNA was difficult to resuspend in water and solosiowere
sticky, suggesting the presence of undesirable camgs which
RNAel g
electrophoresis revealed some RNA degradationsa (chat

may interfere for further analysis. Moreover,
shown). So we tested extractions without the epitewhich is
a dead tissue. However, the suber, which is aditissue, was
also eliminated because it was linked to epideriighis case,
RNA resuspended easily, and for all RNA samplegetks
distinct 28S and 18S rRNA bands (about 1.7 and b Kb
respectively) without degradation were observederafgel
electrophoresis analysis (Fig. 1A), indicating tia obtained
RNA.

contamination was also observed (band above 10.Kbp)

good integrity Unfortunately genomic  DNA

Kbp Kbp

10— 10—

2 ) - 2

1—> S
—-—— . 1—> - S

Fig.1 Total RNA extracted before (A) and after (B) DNase
treatment for 2 wood samples. On each gel electmesis, the
first lane corresponds to 1 Kb DNA ladder (Ozymef r
N3232S). (A) One pL of extract was loaded. (B) Canbf
DNase efficiency for 150 ng of treated total RNA.

DNA is particularly troublesome in gene expressgmdies
using PCR because its presence contributes to

representation of gene expression within a giverAREmple.
DNase treatment was then included at the end ofRNé
extraction protocol and efficiently removed DNA kdut RNA
degradation (Fig. 1B). Lack of DNA contamination swalso
checked by performing a standard PCR with primessghed to
amplify a fragment of the housekeeping gene acutdssion
number AF369524), using directly DNase-treated RIdé
template, omitting the prior RT step. No amplificat was

observed (data not shown).

Quality and quantification of extracted RNA (aft@Nase
treatment) were estimated by spectrophotometry. AfagA 20
ratio was comprised between 1.6 and 2, and theageeyield
was about 4 pg total RNA per 100 mg of startingiplaaterial.
AzdAzg ratio lower than 1.8 suggests minor protein
contamination, but this did not interfere with fugt molecular
analysis (RT and real-time PCR). Usually, withinseries of
extractions, RNA yield and quality were close fdrsamples,
but they varied between experiments, possibly ddipgnon the
physiological status of the plant or room temperatin some
cases, yield reached 10 pg RNA per 100 mg of startiaterial.
Compared with methods established on stem fromegiap
plantlets (Thomas and Schiefelbein 2002, Thomat 8003) or

mature canes (Gambino et 2008), this protocol provided RNA
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of good quality with a lesser or equivalent yidid fact, except
for the modified CTAB method from Gambino et &008),
‘fast extraction’ methods usually gave RNA of goqdality
associated with a low yield compared to time-corisgm
protocols. Nevertheless, yield of extracted RNA wasr than
necessary for subsequent real-time RT-PCR anabsisuse
only 150 ng of total RNA were used for reverse-saiption
and cDNA were diluted 30 times (final volume) foeng
expression analysis.

The cDNAs were amplified by PCR and the housekeppene
WEF1a (Terrier et al. 2005) was used for normalizatiBeal-
time PCR was successfully performed (Fig. 2A). Asisl of the
melting curves as well as agarose gel electroploEsPCR
WEF1a products revealed specific amplification (Fig. 2Bda
2C). Efficiency of WEF1a primers was well-established with
96% efficiency validated over 4 log (data not shpwhhe
average Ct forWEFla gene expression was around 20.
Efficiency of primers specific to other genes, likBose
implicated in defense mechanisms, were also testdd good
efficiencies (data not shown). For example, the \@lues,
corresponding to basal expression, \WiGluc coding for a
glucanase (a pathogenesis-related protein)\asd@S coding for
the stilbene synthase (implicated in the resverdti@synthesis

pathway) were respectively around 26 and 23.

o]
A B S,
T I T Tl
10 z0 30 4
[Cycle
B
&0 7 B0 20
[Temperature
cC =
100 bp G GEES GEES SEES GEES GEES G e

Fig.2 (A) Amplification plot of real-time RT-PCR targati
WEF1la gene. (B) Melting curve foMvEFla amplification
products. (C) Agarose gel electrophoresis analytithe real-
time RT-PCR products. The first lane correspondd@06 bp
DNA ladder (Ozyme, ref N3231S). The presented caitaa
duplicate of 4 different samples.

Our protocol is also available for RNA extractiarorf other
grapevine tissues from plantlets (roots, stem,dgper cuttings
(roots, leaves and flowers). On cuttings, RNA \gelcbm roots
and leaves were respectively 7.6 + 0.9 and 22 ¢ fgr 100 mg

of plant material, our method giving a better yifddleaves than

the modified CTAB method (Gambino et. a@008). RNA
extracted from cuttings leaves were directly fréeantaminant
genomic DNA.

In conclusion, the simple protocol described hdlena rapid
(less than 3 h) extraction of RNA from grapevineody canes.
This method results in RNA quality and vyield whicre
consistent for gene expression analysis by rea-®0-PCR and
semi-quantitative RT-PCR.
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Résumé

La bactérie de type PGPBurkholderia phytofirmans souche PsJN, est capable de
coloniser le systéme racinaire de la vigne et fflesdir jusqu’aux feuilles, inflorescences et
baies. Mes travaux de these ont permis de miewactEaiser cette interaction. Nous avons
tout d’abord montré que le contact de cellules dgnev avec la bactérie induit une
alcalinisation du milieu, une expression de géreséfense, une accumulation de composés
phénoliques et des bursts oxydatif et nitrique. @ssltats démontrent que cette bactérie est
percue par les cellules de vigne, cette perceptiogendrant une modification de son
immunité. Par ailleurs, l'interaction entre la sbed®sJN et la vigne confere a la plante une
protection vis-a-vis de certains stress. Afin deuwicaractériser cette protection, nous avons
analysé la mise en place de composés de défensmpemse a des stress biotiqiBot(ytis
cinerea) ou abiotique (exposition a 4°C) dans des vitmofdaentierement colonisés par la
bactérie.

Les plants bactérisés montrent une tolérance etwérsid (4°C). Cette protection est
associée a la potentialisation de I'expressionateg impliqués dans les réponses de défense
(Cbf4, Lox, PAL, STS et certains codant des protéines PR). Parallelermae accumulation
de proline, ainsi qu’une activation plus rapide sigstemes de détoxification de B, et des
aldéhydes (marqueurs de la peroxydation des lipitesabranaires) ont été observées.

Par ailleurs, il a été démontré gBiephytofirmans souche PsJN protege la vigne contre
B. cinerea. L'étude de I'expression de plusieurs genes derd&f Lox, PAL, STS 17.3 et
ceux codant certaines protéines PR) n’'a pu révél@otentialisation de leurs expressions,
celles-ci étant méme parfois moins induites chezvioplants entierement bactérisés. Par
contre, cette protection a été associée a une adatiom plus importante de phytoalexines
(resvératrol et-viniférine).

Ces travaux démontrent donc que la relation bénéfaui s’établit entre la vigne et la
souche PsJN, se manifeste par une protection ctetfoid (4°C) ouB. cinerea via le
phénomene de potentialisation. Cependant, des tatsubréliminaires montrent que la
présence de la bactérie localement semble étraateufr déterminant pour I'établissement de
la résistance dans la mesure ou aucune protectiatrecces stress n'a été obtenue en

condition systémique.

Mots clés: vigne, Burkholderia phytofirmans souche PsJN, PGPR, défense, choc fr8aolrytis cinerea,
potentialisation.



