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Contexte de I'étude I I J

* Les stress biotiques causent 30 % de perte de rendements (Savary et al., 2019)

* Peptides sécrétés (phytohormones peptidiques de 5 a 200 acides aminées) (Gust et al., 2017)

» Signaux chimiques pour communiquer avec d'autres cellules ou organismes

= Implication dans le controle du développement et des défenses
(ex : famille SCOOP) (Guillou, 2022)
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07/07/2023 Stage de M1 BV : Caractérisation de la sensibilité de mutants de peptides sécrétés 2



Contexte de I’étude I I

programme bioinformatique :

> 1300 genes potentiels codant pour des
phytocytokines chez Arabidopsis thaliana

/ RNAlseq : \

. .. )
Alternaria brassicicola

- °

- y
=> 13 genes candidats dans l’interactions avec A. brassicicola (rosettes de 5 semain

< iy

/Sélection de mutants disponibles : )
Fond génétique Col-0 \
) === 12 mutants de 8 génes| .. -
ADN-T : 5’UTR ou codon
\_Homozygotes s o0 /o




[ Objectif du stage I J

Objectif : Phénotypage de la résistance d’Arabidopsis thaliana au champignon nécrotrophe
Alternaria brassicicola chez des mutants de peptides identifiés par transcriptomique

Hypothese :
La réponse a A. brassicicola differe entre les stades précoces et tardifs du cycle de vie
(Ortega et al., 2022)

Inoculation de Inoculation de

graines feuilles de rosettes
1°) Stade jeune plantule : ’ SRR 2°) Stade rosette :

dépot sur boites de pétri

* Suivi de la germination

* Observation des symptomes
(J+6 et J+7)

£ * Suivi du développement
| (5.semaines)
1+ Mesure de |a taille des nécroses
"l  (6.semaines)
=4 <= via analyse d’images

(Valentin. G) (Valentin. G)
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{ Objectif du stage I

Liste des mutants d’Arabidopsis thaliana analysés :

Génes famille des génes mutants STRESS-PEPT .
1°) Stade jeune plantule :

lignée 6

non déterminé

lignée 35 - Taux de germination des
semences infectées

géne D DUF538 :fﬂ":e ;i - Crlte.re.s. d’e mesure de la
— sensibilité des plantules

gene F ECS1-like lignée 33

- Mesure de l'indice de
sévérité des symptomes

(Cysteine-rich, Antigen5, PR1
protein)-derived peptide [CAP]

gene H lignée 13
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{ I Résultats principaux

1°) Stade jeune plantule : Tauxde germination des semences infectées

— Col-0 (témoin) ' abc
B cenen

— GeéneB , "

. Geéne C

= GeéneD

. Geéne E . "]

— GeneF )

. Gene G N

— GeéneH .

CIO(|mo)Mlt31 Mutant 34 Mtle Mutant35  Mutant2  Mutant25 Mtt12 Mutant32  Mutant1  Mutant33  Mutant6'  Mutant 13
Génotypes

=]

o

% germination (6 jours apres le semis)

Les mutants 31, 34, 35, 12 possedent une germination maximale (Gmax) réduite
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Résultats principaux

1°) Stade jeune plantule : Critéres de mesure de la sensibilité des plantules

Echelle d'évaluation visuelle de l'intensité des
symptomes (adapté de Barrit et al, 2022):

Illustration de plantules représentatives

Description visuelle de I'évaluation

Note=0:
Pas de colonisation mycélienne, ni de nécrose ;

Plantule bien dressée

Indice moyen de sévérité des symptomes

(NO *0 + N1* 1 + N2*2 + N3*3) / NT

Note=1:

Début de colonisation fongique sur les cotylédons et
hypocotyles (des petites taches nécrotiques sont
visibles) ;

Plantule généralement penchée

Note=2:
Colonisation mycélienne importante et/ou nécroses

de tailles intermédiaires

Note=3:

Plantules trés fortement nécrosés ou chlorosés

(Valentin. Gt

07/07/2023

Exemple de plantules de différents génotypes a J+7 apres le semi :

Mutant 12 Mutant 2’

(Valentin. G)

Stage de M1 BV : Caractérisation de la sensibilité de mutants de peptides sécrétés 7




I Résultats principaux

1°) Stade jeune plantule : Mesure de l'indice de sévérité des symptémes

(70} *a
g 2.04
© * I
- - *
= Col-0 (témoin) g- ab ab
B Genea >
(7, E 154
— Geéne B % Y bcd
. Geéne C g 9
_
— GéneD E e
) % 1.0
BB cenek o w
T 5
— GeneF £ 2
= GeneG 3L ..
— Gene H qE,
.E -
T
=

Col-0 (témoin) Mutant31 Mutant34  Mutant6  Mutant35  Mutant2' Mutant25 Mutant12  Mutant32  Mutanti  Mutant33  Mutant6'  Mutant13
Génotypes

10 mutants sur 12 (soit 7 genes sur 8) possedent une sensibilité accrue a A. brassicicola
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I Résultats principaux

1°) Stade jeune plantule : Mesure de P'indice de sévérité des symptomes

[7,)
£
20
<3 * *
= Col-0 (témoin) o ab ab
E —
- Géne A own
17,) E 154
— Geéne B % Q bcd
. Geéne C 9 9
o: 3
— GeéneD Q2
N Q. 10-
. w @©
- Geéne E o w
S
T 5
— GeéneF c O of
[
= GeneG gi‘?— f
— GeneH o
i
©
c
- 0.04
Col-0 (témoin) Mutant31 Mutant34  Mutant6  Mutant35  Mutant2' Mutant25 Mutant12  Mutant32  Mutanti  Mutant33  Mutant6'  Mutant13
Génotypes

10 mutants sur 12 (soit 7 genes sur 8) possedent une sensibilité accrue a A. brassicicola
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{ I Résultats principaux

1°) Stade jeune plantule : Taux de germination des semences infectées

= Col-0 (témoin) . k’c
. Géne A
— GeéneB , " *d
. Geéne C
= GeéneD sk
. Geéne E . "] e
— GeneF ) I
. Gene G N
— GeéneH . Xk

Sl

Col-0 (témoin) Mutant 31 Mutant 34 Mutant 6 Mutant 35 Mutant 2' Mutant 25 Mutant 12 Mutant 32 Mutant 1 Mutant 33 Mutant 6' Mutant 13
Génotypes

ab

bc bc
:|: cd

% germination (6 jours apres le semis)

Les mutants 31, 34, 35, 12 possedent une germination maximale (Gmax) réduite
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Objectif du stage

Liste des mutants d’Arabidopsis thaliana analysés :

Génes famille des génes mutants STRESS-PEPT

lignée 6
lignée 35

non déterminé

&ne D DUF538 lignée 12
il lignée 32
gene F ECS1-like lignée 33

(Cysteine-rich, Antigen5, PR1
protein)-derived peptide [CAP]

gene H lignée 13

2°) Stade rosette :

Mesure de la surface foliaire
des plantes (5 semaines)

Mesure de la surface des
secteurs nécrosés (6 semaines)
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I Résultats principaux

2°) Stade rosette : Mesure de la surface foliaire des plantes (5 semaines)

800~

Exemple de segmentation des surfaces %
foliaires (logiciel llastik) :

ns
00-

ns ns

ns

ns

ns

ns

P

Mutant lignée 2’

(Valentin. G)

Col-0 (témoin) Mutant 31  Mutant34 Mutant6 Mutant35 Mutant2' Mutant25 Mutant12 Mutant32 Mutant1 Mutant33 Mutant6' Mutant 13
Génotypes

00-

* 4 mutants possedent une différence de
développement avec WT :

+ lignées mutantes 31 et 12\ %

W
il
Surface foliaire (mm?2), 5 semaines

* lignées mutantes 2’ et 1 / *

Estimé par segmentation (logiciel Ilastik)
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2°) Stade rosette : Mesure de la surface des secteurs nécrosés (6 semaines)

Exemple de segmentation des surfaces
foliaires saines et nécrosées (logiciel llastik)
i ) R B

Col-0 inoculé Col-0 non inoculé Col-0 inoculé

(Valentin. G)

Pas de symptome sur les feuilles témoins non
inoculées

Peu de nécrose chez I'ensemble des
génotypes et pas de différence significative
avec WT

Variabilité de sensibilité entre feuilles d’un
méme génotype (voir d'un méme individu)

-> lien avec stade de développement

07/07/2023

Surfaces nécrosées (mm?2)

Résultats principaux

Col-0 (;émom)

ns

ns ns

Mutant 31 Mutant 34 Mutant 6 Mutant 35

Feuilles inoculées avec A. brassicicola

=

Mutant 2'

ns

Mutant 25 Mutant 12 Mutant 32

Génotypes
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|

2z

Mutant 1

Mutant 33

Mutant 6'

Mutant 13

E3 col-0 (témoin)
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Résultats principaux

2°) Stade rosette :

Mesure de la surface foliaire des plantes (5 semaines)

("2
< *
c
o m—
© ns
E 00-
Q
(7] ns ns
N
- ns
(o] ns
E ns
ns ns
E 00
—
()
}
o m—
0 %
o X
“ I
D -
(5]
©
G
S
>
v
CoI»O(;e‘mom) Mutalnl31 Muta'mSA MulémG Mulalnt35 Mule;ntZ' Muta'ntzs Mutant 12 Mutalnl32 MulénH Mula'm33 Mula'n|6‘ Muta'nt13
Génotypes ‘ '
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Mesure de la surface des secteurs nécrosés (6 semaines)

Surfaces nécrosées (mm?2)

@
S

=)

ns ns

===

Col0(fémoin) Mutant31  Mutant34  Mutant6  Mutant35  Mutant2
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Résultats principaux

2°) Stade rosette :

Mesure de la surface foliaire des plantes (5 semaines)

00~
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Mesure de la surface des secteurs nécrosés (6 semaines)

@
S

Surfaces nécrosées (mm?2)

=)

ns ns

===

Col-0(fémoin) Mutant31 ~ Mutant34  Mutant6  Mutant35  Mutant2'

—J
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{ I I Conclusion et perspectives

Objectif : Phénotypage de la résistance d’Arabidopsis thaliana au champignon nécrotrophe Alternaria
brassicicola chez des mutants de peptides sécrétés identifiés par transcriptomique

* 1°) Stade jeune plantule (6-7 jours) :
e 10 mutants sur 12 ( soit 7 genes sur 8) possedent une sensibilité accrue a A. brassicicola :

'implication forte des familles de peptide dans I'interaction A thaliana / A. brassicicola a un stade post
germinatif (a confirmer)

e 4 de ces 10 mutants une Gmax réduite en interaction avec A. brassicicola
* Modele d’étude adapté

* Perspective : analyse d’images (Barrit et al, 2022) et ajout de témoins non inoculés pour étudier les
phénotypes de germination

» 2°) Stade rosette (5-6 semaines) :
* Succes des méthodes d’analyse d’images pour la croissance et les nécroses

 Difficulté du modele
* biais importants liés a la variabilité des phénotypes de croissance des mutants

07/07/2023 Stage de M1 BV : Caractérisation de la sensibilité de mutants de peptides sécrétés 14



I I Conclusion et perspectives

Objectif : Phénotypage de la résistance d’Arabidopsis thaliana au champignon nécrotrophe Alternaria
brassicicola chez des mutants de peptides sécrétés identifiés par transcriptomique

L'étude comparative des mutants sera poursuivie
avec le pathosysteme a un stade jeune plantule

—> Résultats de I'expression des mutants... (Knock-out, surexpresseur ??)

— Complémentation avec des peptides de synthéses (osmo-priming...) :
- interaction, développement d’A. thaliana et d’A. brassicicola
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== Col-0 (témoin) Mutant 13 === Mutant 31 === Mutant 34 === Mutant6'

Génotypes : ~/~ Mutant 1 Mutant2' == Mutant32 === Mutant 35

~ Mutant 12 ~ Mutant25 == Mutant33 == Mutant6

@_E_._ i i o S e = s

- e

—

50 100
Temps (heure)
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Surface de nécroses

100 -

30-
75-
Ecotypes et Génes mutés :
P ES Col-0 (témoin)
123 N
g - Géne A
2 2 ES ceneB
8 o BH ceneC
% E Gene D
5 B GeneE
5 E3 GeneF
o B3 ceneG
E3 ceneH

m ﬁéﬁ (] iﬁioé HEEN=INENR

Col-0 (témoin) Mutant 31 Mutant 34 Mutant 6 Mutant 35 Mutant 2 Mutant 25 Mutant 12 Mutant 32 Mutant 1 Mutant 33 Mutant 6 Mutant 13 Col-0 (ttmoin) Mutant 31 Mutant 34 Mutant 6 Mutant 35 Mutant 2' Mutant 25 Mutant 12 Mutant 32 Mutant 1 Mutant 33 Mutant 6 Mutant 13
Génotypes Génotypes

Surfaces nécrosées (mm?) chez les feuilles Pourcentage de surfaces foliaires nécrosés chez

inoculées avec A. brassicicola les feuilles inoculées avec A. brassicicola
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THIITUUE ' ‘
IlélMl 11 |2 3 | | 6 7 | 77
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Pourcentage de limbe présentant des symptomes

100

75

Genes mutés :
j Col-0 (témoin)
W cenca
Gene B
B cenec
0 ] cenep
. Géne E
Géne F
I cenes
[ eeneH
| I
0 I I

Col-0 (témoin)  Mutant 31 Mutant 34 Mutant 6 Mutant 35 Mutant 2" Mutant 25 Mutant 12 Mutant 32 Mutant 1 Mutant 33 Mutant 6' Mutant 13
Geénotypes

Pourcentage de feuilles inoculées avec Abra 43

présentant des nécroses
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Osmo-priming

100

754

Germination (%)
3

25

Conditions :

—— Col-0: non primé; inoculé
—— Col-0 : non primé; non inoculé
—— Col-0 : primé; inoculé

—— Col-0 : primé; inoculé + P100
—— Col-0 : primé; inoculé + PS1
Col-0 : primé; inoculé + PS10

—— Col-0 : primé; non inoculé
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Temps (heures)

60 90 120

L 31
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Génes mutés :

— Col-0 (témoin)

B cenen

= Gene

B cene

— Gene

B cene

— Gene

B cene

— Géne

Mutant 32

Mutant 13

Mutant 33

Annexe II : Comparaison visuelle des différents mutants de peptides sécrétés

d’Arabidopsis thaliana 5 semaines aprés le semis (avant l'inoculation)
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E Y ! e
—— Col-0 (témoin)
. Geéne A
— GeéneB

. Geéne C

— GeéneD

BB cenee

== GéneF

= GeéneG

= GeneH

Mutant 31 Mutant 34 Mutant 6 Muant 35
e M Mutant 12

~/
, 2
B/
i =)
4

Mutant 13

Mutant 1 Mutant Mutant \

G ... ____._ants
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Contexte de I'’étude  Objectif du stage  Résultats principaux Conclusion et perspectives

plante modele

Oomycete Oomycete Nématode

Eumycete Biotrophe obligatoire Hémi-biotrophe Biotrophe

nécrotrophe symptoémes sur feuille symptomes sur racines symptomes sur racines
symptomes sur feuille
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