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Résumé

La maladie de la gale commune de la pomme de terre est caractérisée par la présence de lésions
liégeuses en surface des tubercules, réduisant ainsi leur valeur marchande. L'actinobactérie
Streptomyces scabiei est le principal agent causal de cette maladie. La gestion de la gale commune est
complexe est souvent inefficace selon les conditions environnementales. L'utilisation de variétés plus
résistantes a la maladie reste une approche efficace pour réduire I'incidence de la maladie. Cependant,
les facteurs qui contribuent a I’établissement de la résistance a la gale commune sont peu connus. La
production de somaclones plus résistants a la maladie a été possible grace a I’habituation de cals de
pomme de terre a la thaxtomine A, un facteur de pathogénicité de S. scabiei.

Afin d’identifier chez ces somaclones les changements qui pourraient contribuer a I'augmentation
de la résistance a la gale commune, des analyses protéomiques comparant le protéome des tubercules
de somaclones avec les variétés d’origine ont été réalisées. Parmi les changements observés,
I’'abondance de la lipoxygénase, une enzyme impliquée dans les réponses de défense, était augmentée
chez le somaclone RB9 issu de la variété Russet Burbank. Des expériences réalisées avec des
minitubercules infectés par S. scabiei ont montré que I'abondance et I'activité de la lipoxygénase
augmentent en réponse a l'infection chez Russet Burbank, et cette augmentation est amplifiée chez le
somaclone RB9. Ces résultats suggérent que la voie de la lipoxygénase est activée en réponse a la
bactérie, alors gu’elle est constitutivement activée chez RB9 méme sans infection, contribuant
possiblement a une meilleure protection contre la gale commune.

Chez les somaclones YG8 et YG32 issus de la variété Yukon Gold, un des changements détectés par
I’analyse protéomique était I'augmentation de I'abondance de la ferritine. La ferritine est une protéine
qui séquestre le fer, protégeant les tissus végétaux du stress oxydatif qui peut étre induit par les agents
pathogeénes. Les bactéries ont également besoin de fer pour leur croissance et/ou l'infection. Pour
déterminer si 'accumulation de ferritine dans les tubercules des somaclones compétitionne avec la
bactérie pour I'acquisition de fer, des minitubercules de YG32 ont été cultivés en présence de S. scabiei
aprés avoir été exposés au déferoxamine mésylate (DFOM), un chélateur qui extrait le fer de la ferritine.
La sensibilité a la gale commune a été restaurée par le DFOM chez les minitubercules de YG32. Il est
possible que I'accumulation de fer par la ferritine dans les tubercules contribue a réduire I'infection par
S. scabiei en réduisant la disponibilité du fer pour la bactérie.

Les résultats de ce projet présentent de nouvelles pistes a explorer pour mieux comprendre les
mécanismes mis en place dans les tubercules de pomme de terre pour une meilleure protection contre
S. scabiei. Ces données pourront éventuellement étre utiles pour développer des marqueurs utilisés pour
la sélection ou le développement de variétés plus résistantes a la gale commune.

Introduction

La gale commune de la pomme de terre est une maladie trés répandue qui se caractérise par le
développement de |Iésions plus ou moins profondes en surface des tubercules (Braun et al. 2017). Cette
maladie diminue grandement la valeur marchande des tubercules et cause des pertes importantes au
Québec et partout dans le monde (Dees and Wanner 2012; Hill and Lazarovits 2005). En particulier, les

1




tubercules ayant plus de 5% de leur surface infectée sont rejetés par I'industrie. La gestion de la gale
commune est complexe est souvent inefficace selon les conditions environnementales. A ce jour,
I'approche la plus efficace et respectueuse de I'environnement pour réduire I'incidence de la maladie
est I'utilisation de variétés de pomme de terre qui sont plus résistantes a la maladie. Cependant, il n’y a
pas actuellement sur le marché de variétés completement résistantes a la gale commune (Dees and
Wanner 2012). De plus, on connait peu de choses sur les facteurs génétiques et moléculaires impliqués
dans la protection contre la maladie, ce qui complique I'utilisation d’approches d’amélioration génétique
classique pour la production de variétés tres résistantes a la gale commune (Dees and Wanner 2012;
Kaiser et al. 2020).

L’actinobactérie Streptomyces scabiei (syn. scabies) est I'un des principaux agents pathogénes
responsables de la maladie (Dees and Wanner 2012). S. scabiei infecte généralement les tubercules en
expansion, dans les premiéres six semaines suivant le début de la tubérisation (Khatri et al. 2011; Khatri
et al. 2010). L'infection se fait par les lenticelles, des blessures, ou toute autre ouverture dans la surface
des tubercules. Pendant I'infection, S. scabiei sécréte une phytotoxine appelée thaxtomine A (TA) qui
joue un réle central dans le développement des symptomes de la maladie et la pathogénicité de S. scabiei
(Goyer et al. 1998; Lawrence et al. 1990). En particulier, des mutants de S. scabiei incapables de
synthétiser la toxine ne sont pas capables d’infecter les tubercules de pomme de terre (Goyer et al. 1998;
Joshi et al. 2007).

Plusieurs effets de la TA ont été rapportés, méme si la cible précise de la TA n’est pas encore
connue. Par exemple, la TA inhibe la synthése de la cellulose, cause un épaississement au niveau des
tiges et des racines, induit une hypertrophie cellulaire, des changements de flux ioniques, la production
de scopolétine, et une mort cellulaire programmée (MCP) atypique (Bischoff et al. 2009; Duval et al.
2005; Errakhietal. 2008; Fry and Loria 2002; Leiner et al. 1996; Lerat et al. 2009; Meimoun et al. 2009;
Scheible et al. 2003; Tegg et al. 2005). L'inhibition de la synthése de la paroi cellulosique serait un facteur
central dans le mode d’action de la TA, puisque des cellules en suspension d’Arabidopsis thaliana traitées
avec l'isoxabéne, un autre inhibiteur de la synthése de cellulose, induit des changements
transcriptionnels semblables a ceux induits par la TA (Duval and Beaudoin 2009).

Dans les derniéres années, la résistance a la gale commune a été augmentée chez quelques
variétés de pomme de terre en utilisation des méthodes de sélection de cellules somatiques résistant a
de fortes concentrations de TA (Wilson et al. 2009; Wilson et al. 2010) ou encore par I’habituation
progressive de cals a la TA (notre laboratoire; Beaudoin et al. 2021). Cette derniére approche a permis
de régénérer des somaclones qui sont plus résistants a la gale commune que la variété d’origine. Des
tests d’infection en chambre de croissance et en champ ont montré que le somaclone RB9 issu de la
variété Russet Burbank, produit jusqu’a 22% de plus de tubercules vendables que la variété parentale.
De méme, l'infection par S. scabiei de tubercules produits par les somaclones YG8 et YG32 issus de la
variété Yukon Gold ont montré une plus grande protection contre la gale commune avec une diminution
significative de I'indice de sévérité de la maladie et une réduction de la profondeur des lésions (Labidi
2020).

Afin d’identifier les changements qui contribuent a I'augmentation de la résistance a la gale
commune chez les somaclones habitués a la TA qui sont plus résistants a la maladie, nous avons réalisé
une étude protéomique comparant le protéome des tubercules de la variété d’origine avec celui des
tubercules des somaclones (Labidi 2020; Isayenka 2020). Trois familles de protéines qui sont plus
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abondantes dans les tubercules du somaclone RB9 ont attiré notre attention du fait de leur implication
dans la défense végétale. Il s’agit de la famille des patatines, lipoxygénases et inhibiteurs de protéase de
type Kunitz. La premiere partie de ce projet s’est intéressée plus particulierement au réle de la
lipoxygénase dans la mise en place de la résistance a la gale commune chez RB9. La voie de la
lipoxygénase méne a la synthese d’une variété de composés faisant partie des oxylipines, dont plusieurs
ont une activité antimicrobienne qui pourrait agir contre S. scabiei (Wasternack and Feussner 2018).
Pour ce qui est des somaclones YG8 et YG32, une augmentation de I'abondance de la ferritine a été
détectée dans les tubercules des deux somaclones par rapport a ceux de la variété Yukon Gold. La
ferritine est une protéine qui séquestre le fer, protégeant les cellules végétales d’un stress oxydatif
souvent activé lors d’infection pathogéne. Des travaux précédents ont également montré une
accumulation de la ferritine en réponse a une attaque pathogéne, suggérant un possible role dans la
défense (Aznar et al. 2015). D’autre part, les bactéries ont aussi besoin de fer pour leur croissance. Dans
la deuxiéme partie de ce projet, nous avons étudié la possibilité que I'accumulation de ferritine dans les
tubercules contribue a réduire la disponibilité du fer pour S. scabiei, diminuant ainsi sa capacité a infecter
les tubercules.

Matériel et Méthodes

Multiplication et maintien des boutures

Les somaclones habitués a la thaxtomine A ont été produits par habituation a la thaxtomine A et
testés pour leur résistance a la gale commune tel que décrit précédemment (Beaudoin et al. 2021;
Isayenka 2020; Labidi 2020). Les boutures de pomme de terre ont été maintenues et multipliées en
conditions stériles, sur milieu de maintien Murashige et Skoog (MS) contenant 4,3 g L'* de MS (Sigma),
3% de saccharose et 0,7% de bactoagar (Becton et Dickinson), pH 5,7. Le bouturage a été fait aux deux
mois en coupant des tiges en sections de 1 a 2 cm portant un ou plusieurs nceuds transférés sur milieu
de maintien aux 2 mois, dans des contenants Magenta GA7 (77 mm x 77 mm x 97 mm; PhytoTechnology
Laboratories), avec 5 boutures par contenant. Les plants ont été cultivés en cabinet de croissance (Sanyo
Scientific) avec une température constance de 20 a 22 °C, avec une photopériode de 16 h de lumiére et
8 h d’obscurité.

Préparation de S. scabiei

La culture de Streptomyces scabiei EF-35 (Paradis et al. 1994) a été faite a partir de 50-100 pL de
spores qui ont été inoculés dans un milieu YME (Yeast Malt Extract) contenant 4 g L'! d’extrait de levures
(Fisher Scientific), 4 g L glucose (Sigma) et 10 g L'! d’extrait de malt (BD Difco) dans une fiole Erlenmeyer
pendant une semaine a 30°C sous agitation (Isayenka 2020). Un volume de 1 mL de cette culture dense
de spores de S. scabiei EF-35 a été étalé sur un pétri contenant le milieu YMEA plus CaCOs (4 g L glucose,
4 g L'! extrait de levures, 10 g L' extrait de malt, 15 g L™ d’agar et 1 g L'* CaCOs). Ces cultures ont été
incubées a 30°C, a I'obscurité, pendant 5 a 8 jours puis les géloses ont été découpées en cubes de 1 cm?3.
Ensuite, des contenants Magenta ont été préparés pour la culture du mycélium de la bactérie. Ces
contenants ont été remplis aux trois quarts du volume de vermiculite avant d’étre stérilisés deux fois a
I’autoclave pendant 30 minutes. Un volume de 90 mL de solution SAY (20 g L sucrose, 1,2 g L'! L-




asparagine, 0,6 g L' K;HPO4 et 10 g L'! d’extrait de levures) a été ajouté dans chaque Magenta pour
saturer la vermiculite. Par la suite, deux cubes découpés dans la culture ont été déposés dans les
Magenta, a I’envers, sur la vermiculite et incubés a 30°C pendant 3 a 4 semaines a I’obscurité.

Culture des plantes, production de minitubercules et infection

Les plants de pomme de terre ont été cultivés a partir de boutures in vitro d’environ 4 semaines
dans un mélange de terreau, sable et vermiculite (2: 2: 1) préalablement autoclavé avec une
photopériode de 16 h lumiére et 8 h obscurité a 22/16°C pour le premier mois et de 12 h par la suite.
Les plantes ont été fertilisées une fois par semaine avec engrais soluble tout usage 20-20-20 et arrosées
deux fois par semaine au besoin. Les minitubercules ont été produits a partir de plants d’environ 8
semaines (Fig. 1) avec une photopériode de 12 h a 22/16°C. Des sections de tiges portant une feuille et
un bourgeon foliaire ont été placées pendant 7 jours dans un bac contenant de la vermiculite humidifiée
en prenant soin de couvrir le bourgeon du mélange tout en laissant la feuille en surface (Struik and
Wiersema 1999). Les bourgeons foliaires ont été arrosés deux a trois fois par semaine avec au moins 200
mL pour 2 L de substrat. Aprés 7 jours, les sections de tige portant les minitubercules ont été transférés
dans un pot avec 3 L de vermiculite: sable (1:1) inoculé avec S. scabiei EF35 (1:40 v/v). Des
minitubercules ont été transférés dans le méme type de substrat sans bactéries comme témoin. Pour
I’évaluation de la résistance a la gale commune, les minitubercules ont été récoltés aprés 17 ou 21 jours,
tel qu’indiqué, et photographiés des deux cotés pour évaluer I'intensité de la maladie a I'aide d’Image)
(Schneider et al. 2012).
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Figure 1. Représentation schématique de la production de minitubercules a partir de bourgeons foliaires
et de leur infection par S. scabiei.




Traitements des minitubercules

Pour évaluer I'implication de la lipoxygénase, les minitubercules du somaclones RB9 et de la variété
parentale RB ont été traités avec des composés pharmacologiques inhibant la lipoxygénase, soit du
Naproxéne (Nap) (Kolomiets et al. 2001) et de I'acide nordihydroguaiarétique (NDGA) (del Carmen Pinto
et al. 2007), tous deux préparés dans de I’éthanol. Un volume de 50 mL pour chaque inhibiteur a une
concentration finale de 500 uM pour Nap et 100 uM pour le NDGA a été pulvérisé aux jours 0, 7 et 14
apres l'infection. La méme quantité d’éthanol diluée dans I'eau a été pulvérisée sur les témoins infectés
et non infectés. Dix bourgeons foliaires ont été utilisés par chaque traitement. Les minitubercules ont
été cultivés pendant 21 jours et récoltés pour les différentes analyses.

Pour étudier le role de la ferritine et du fer dans la protection contre la gale commune, des
minitubercules du somaclones YG32 et de la variété parentale YGP ont été traités avec du déferoxamine
mésylate au moment de I'infection par S. scabiei. Les minitubercules de 7 jours, infectés ou non avec S.
scabiei, ont été arrosés directement avec 5 mL d’une solution de déféroxamine mesylate (DFOM)(Sigma)
10 mM pH (4,87). Des minitubercules ont été récolté aprés 8 h, 24 h et 17 jours pour évaluer I'expression
du géne FER1 et/ou évaluer les symptoémes de gale commune.

Production de microtubercules et infection

Les microtubercules ont été produits in vitro a partir de boutures cultivées in vitro (Fig. 2). Un
segment nodal de tige a été coupé et placé verticalement dans une boite Magenta contenant un milieu
MS contenant 4,3 g L'! de MS (Sigma), 8% saccharose, 0,1 % PPM (Plant Preservative Mixture) (Plant Cell
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1 Culturein vitro 2 Invitro 3
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Figure 2. Représentation schématique de la production de microtubercules et I'infection par S. scabiei.




Technology) et 0,7% de bactoagar (Becton et Dickinson), pH 5,7. Les cultures ont été incubées a
température ambiante a I'obscurité pendant environ 6 semaines. Un inoculum primaire de S. scabiei a
été préparé, tel que décrit ci-haut. Les bactéries ont ensuite été récoltées par centrifugation a 3450 g
pendant 10 minutes a 4°C, et le culot a été resuspendu dans 5 volumes d’une solution de 0,85% de
chlorure de sodium. 150 plL de cette suspension bactérienne ont été ajoutés a 10 mL de milieu MS
supplémenté de saccharose (3%) et de 0,05% (w/v) d’amidon, a un pH 5,8. Finalement, cinq micro-
tubercules de taille semblable pour YG8 et YGP ont ensuite été transférés avec les bactéries en milieu
MS et placés sous agitation (125 rpm) pendant 5 jours a 30°C. Des microtubercules ont également étant
transférés dans des conditions semblables sans bactéries comme témoin. Aprés 5 jours, 0,2 mL de
solution STOP contenant de I’éthanol 100% et du phénol (pH 4,3) (95 :5) a été ajouté au milieu de culture,
suivie d’'une centrifugation a 3540 g pendant 10 min a 4°C pour récupérer les bactéries. Le culot bactérien
et les microtubercules ont été conservés a -80°C. L’expérience a été répétée trois fois.

Evaluation de la sévérité des symptomes de la gale commune

Apreés récolte des minitubercules, le pourcentage de surface infectée a été évalués. L'indice de
sévérité de la maladie a été calculée selon I'échelle suivante, ou O = aucune infection ; 0,5 moins de 1%
de surface infectée ; 1 =1 a 5% de surface infectée ; 2 = 6 a 10% de surface infectée; 3 =11 a 35 % de
surface infectée; 4 = 36 a 50 % de surface infectée; 5 =51 a 75% de surface infectée; 6 = 76 a 100 % de
surface infectée.

Immunobuvardages de type western

Pour I'analyse de I'abondance et de I'activité LOX, chaque échantillon utilisé pour I'extraction des
protéines était constitué d’un pool de 2 minitubercules récoltés apres 21 jours d’infection. L’extraction
de protéines a été faite avec une proportion de 1 partie du matériel végétal et 3 parties du tampon
d’extraction selon la méthode employée par Isayenka (2020). Ainsi, 200 mg de poudre de chair de
minitubercules ont été pesés et ajoutés a 600 uL du tampon d’extraction composé de 0,1 M Tris-base
pH= 8,0, 5% (m/v) sucrose, 2% (m/v) SDS, 1 mM PMSF (Sigma) et 0,5 % cocktail d’inhibiteurs de protéase
(Sigma). Trois réplicats biologiques ont été utilisés, chacun étant constitués de deux minitubercules du
méme poids et du méme stade de développement. La quantification de la teneur en protéines a été faite
en utilisant le kit RC DC (BioRad). Pour le SDS-PAGE, 5 ug de protéines totales ont été chargés sur un gel
d’acrylamide 12%. Les protéines ont été électro-transférées sur une membrane PVDF pendant 1,5 h a 2
h a 100 V. Les membranes ont été bloquées avec un du lait écrémé (Marque Sélection) 4 % (m/v) dans
du tampon T-TBS (2 h) a température ambiante avec agitation constante a 70 rpm. Les anticorps
primaires ont été appliqués pendant une nuit dans une dilution de 1:5000 (Anti-LOX, ASO6 128A,
Agrisera) avec agitation a 4 °C. Les anticorps contre I'actine, utilisée comme protéine de référence, ont
été utilisés dans une dilution 1:3000 (Anti-ACT, AS13 2640, Agrisera). Apres lavage avec du T-TBS 2 fois,
la membrane a été incubée avec des anticorps secondaires. Le conjugué de chévre anti-lapin IgY HRP
(Transgen biotech) a été utilisé dans une dilution de 1 : 10 000 pendant 1 heure a température ambiante.
La membrane a été lavée comme précédemment et développée avec ECL (substrat Clarity Western ECL,
BioRad, 170-5060) pendant une incubation de 5 minutes. Les membranes ont été photographiées avec
Bio-Rad ChemiDoc™. La densité absolue de la bande a été estimée avec le programme ImageJ (National
Institutes of Health) apres soustraction du bruit de fond (Schneider et al. 2012).




Quantification de I'activité LOX par la méthode d’oxydation ferreuse-xylénol orange
(FOX)

L'extraction des protéines a été faite avec une proportion de 1 partie du volume de matériel
végétal et 2 volumes du tampon d’extraction selon la méthode employée par Gonzdlez-Gordo et al.
(2019)(Gonzalez-Gordo et al. 2019) avec certaines modifications. 100 mg de poudre de chair de
minitubercules ont été pesés et ajoutés dans 200 pL du tampon d’extraction composé de 50 mM Tris-
base pH=7,5,0,1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,1 % (v/v) Triton X-100, 1 mM MgCl, et 10 % (v/v) glycérol. Trois
réplicats biologiques ont été utilisées, chacun provenant de deux minitubercules du méme poids et du
méme stade de développement. La concentration en protéines a été mesurée en utilisant le « Bradford
protein assay » (BioRad). Pour la préparation du substrat enzymatique, la méthode proposée par
Heinisch et al. (1996) a été utilisée. Pour la préparation du substrat, 50 puL d’acide linoléique 99 % (Sigma,
L1376) et 50 uL d’éthanol 95 % ont été mélangés dans une poire graduée de 50 mL a l'aide d’un agitateur
magnétique a 4 °C a I'obscurité. L'échantillon a été complété jusqu’a 50 mL avec du tampon borate 0,2
M pH 9,0. Le substrat a été aliquoté dans des tubes de 2 mL et les tubes ont été stockés a -20 °C jusqu’a
utilisation. Pour la production des hydroperoxydes d’acide linoléique, le substrat d’acide linoléique 3,2
mM et la lipoxygénase (LOX) de Glycine max (soja) (Sigma, L7395) ont été utilisées selon la méthode
proposée par del Carmen Pinto et al. 2007. 450 U de LOX de soja ont été utilisés pour la génération d’'une
solution d’hydroperoxydes d’acide linoléique, laquelle a été mesurée a température ambiente par
spectrophotométrie a 234 nm et quantifiée en utilisant un €= 25 mM™ cm™. Ensuite, des dilutions pour
la courbe d’étalonnage avec des concentrations entre 0 et 1,5 uM d’hydroperoxydes d’acide linoléique
ont été faites. La quantification de I'activité LOX a été réalisée en utilisant la méthode d’oxydation
ferreuse-xylénol orange FOX proposée par del Carmen Pinto et al. (2007) avec certaines modifications.
Cette méthode permet de quantifier la production d’hydroperoxydes a partir de la formation du
complexe Fe3*/ xylénol orange avec une absorption a 560 nm. 3 pg d’extrait brut de protéines ont été
incubés avec 320 uM d’acide linoléique en présence de 50 mM de Tris-HCl pH 7,5 jusqu’a un volume de
125 ul pendant 2 minutes a température ambiante. La réaction a été terminée avec I'ajout de 125 plL de
réactif FOX 2X (220 mM d’acide perchlorique, 0,25 mM de sulfate ferreux et 37,5 uM de Xylénol orange
dans un mélange 9:1 méthanol : eau) (Timabud et al. 2013). Ensuite, une incubation de 10 min a
température ambiante a été réalisée. Finalement, la densité optique a été mesurée a 560 nm dans un
lecteur de plaques (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek). Dans toutes les expériences, un blanc
a été exécuté, mais avec une séquence différente. L'activité LOX a été déterminée a partir de la
différence de I'absorbance a 560 nm de I"échantillon moins I'absorbance a 560 nm du blanc de
I’échantillon.

Extraction d'ARN et analyse PCR quantitative (RTqPCR)

Pour les échantillons de pomme de terre, I'ARN total a été extrait de la poudre de chair de
tubercule de pomme de terre congelée, comme décrit précédemment (Kumar et al. 2007). Les analyses
ont été réalisées a partir de 3 échantillons biologiques différents, constitué chacun de soit un tubercule
mature, 2 minitubercules ou 4 a 6 microtubercules de méme poids et méme stade de développement.

L'ARN de S. scabiei a été extrait en ajoutant 1 mL d’une solution de lysozyme fraichement préparée
contenant 15 mg pour 1 mL de tampon TE buffer au culot obtenu tel que décrit plus haut, et mélangé
vigoureusement (vortex) pour 30 secondes. Aprés une incubation de 10 min a 37°C, 700 uL d’un tampon
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contenant 10 uL de 3-mercaptoethanol pour 1 mL de tampon RLT (RNeasy mini kit QIAGEN) a été ajouté
au lysat. Le mélange a été vortexé pendant 2 min, suivi d’une sonication pendant 20 secondes et
complété par deux extractions au phénol: chlorophorme (50:50) et une extraction finale au
chlorophorme. L’ARN contenu dans la phase supérieure a été précipité avec 500 uL d’éthanol 100%, et
I’extraction a été complétée tel que décrit pour le RNeasy mini kit (QIAGEN).

Le traitement a la transcriptase inverse a été fait sur 2 ug d’ARN mélangé avec 1 pL de 0,5 pg pL?
d’oligo dT (IDT) dans un volume total de 10 pL et chauffé a 70°C pendant 5 min. Aprés avoir refroidi
I’échantillon a 4°C, 1,5 uL de AMVRT transcriptase inverse (Promega), 1,5 uL de RNAsin (Promega), 2,5
uL de dNTPs (10 mM; IDT) et 5 uL de tampon 5x AMVRT (Promega) ont été ajoutés a chaque échantillon
d’ARN pour une volume final de 25 pL. La synthése des ADNc s’est faite dans les conditions suivantes :
42°C pendant 1 h, 70°C pendant 10 min. Les échantillons ont été refroidies a 4°C et gardés congelés (-
20°C) jusgqu’a 'analyse. Les amorces utilisées pour I'amplification PCR sont indiquées au Tableau 1. Les
conditions pour I'amplification par RT-qPCR étaient : 1) 3 min. a 95°C, 2) 40 cycles, 95° C pour 15 sec. et
63°C pour 30 sec., 3) 95° C pour 1 min., 60°C pour 30 sec. et 95°C pour 30 sec. Pour les amorces de 188,
une température de 60°C a été utilisée a I'étape 2 au lieu de 63°C. L'appareil utilisé était le
QuantStudioTM gPCR machine (ThermoFisher). L’expression relative a été évaluée en utilisant le géne
de référence 18S (Nicot et al. 2005) ou gyrA selon la méthode delta delta Ct (Livak and Schmittgen 2001).

Tableau 1. Amorces utilisées pour la RTqPCR.

Nom du géne | No de protéine / locus Amorces (5’-3')
Lox1.2 Linoleate 9S-lipoxygenase 2-like / 102602192 F:TTTGGTGGCCCTGATGACTC

R: AACCGTTTGGCCAAGGAACT
StAOS Alléne oxide synthase / 102577479 F : CGGAAACGGAAAGTCCGACA

R : TCCCGACCTCGATCCAAAAC
StAOC Alléne oxide cyclase / 102577822 F : GCTCAACAGATTCAACTAACACTGA

R : AGATAAGCAGGGCTTCCACG
StDES 9-Divinyl éther synthase / 102588225 F : GCAAGTCCGCTGTGTCCATA

R : GTGTGTAGACTAGCCCCTGC
StEH1 Epoxide hydrolase /102577894 F : CTATCCCTGATGCTCCGGTT

R : CCAGTTTATGGGTAAAGCACGG
StHPL Hydroperoxyde lyase / 102577863 F : CCAAATGTGGTGGCGGTTTT

R : TCTTAATCTGGGCATGTTTAGGTTC
FER1 Ferritine / 102577652 F : CTGAAATAATGGCAGTTTCAGC

R : CGATGAAGTTTTCAATGGAGTC
18S 18S ARNr F: AATTACCCAATCCTGACACGGG
(référence) R: TTGCCCTCCAATGGATCCTCGTTA
SCAB 1471 F: TACCTGTTCACGGACGTTTC

R : ATGTCGAACAGGCCGAAG
SCAB_1481 F : CACCTCGTACGTCATCTTCAC

R : GATGTCCTCGACGGTGTTG
gyrA Gyrase A F : GGACATCCAGACGCAGTACA
(référence) R : CTCGGTGTTGAGCTTCTCCT




Coloration histochimique et microscopie

La détection du fer a été réalisée dans des tubercules matures des somaclones YG8, YG32 et de la
variété parentale YGP. La coloration de Perls a été effectuée tel que décrite par Roschzttardtz et al. 2013.
Le réactif de Perls a été préparé avec 4% d’acide chlorhydrique (HCI) (RICCA) et 4% (w/v) de ferrocyanure
de potassium (Sigma). A I'aide d’une lame de microtome, des tranches aussi minces que possible ont été
coupées manuellement sur des tubercules lavés. Des sections de tranches ont été submergées dans le
réactif de Perl sous vide pendant 15 minutes, suivi d’'une incubation de 30 minutes a la température
ambiante. L'intensification de la coloration a été réalisée par une coloration au diaminobenzidine (DAB).
Les échantillons ont été lavés avec de I'eau distillée représentant trois volumes de la solution Perls
utilisée, suivi d’'une incubation dans une solution de méthanol contenant 0,01 M d’azoture de sodium
(NaNs) (Sigma) et 0,3% de peroxyde d’hydrogene (H,02) (Sigma) pendant 1 heure. Les sections ont
ensuite été lavées avec du tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 (3 volumes) suivi d’une incubation de 30
minutes dans la solution d’intensification contenant 0,025% de DAB, 0,005% de H,0; et 0,1 M tampon
phosphate pH 7,4. La réaction a été arrétée en lavant les sections trois fois avec de I'eau distillée. Les
images ont été prises a I'aide d’un stéréomicroscope Leica.

Quantification du fer

La quantification du fer a été réalisée pour des tubercules matures et des microtubercules de YGP
et des somaclones YG8 et YG32. Pour chaque lignée, 3 tubercules différents (chair et périderme séparés)
et 3 pools de 3 a 5 microtubercules ont été broyés a I'azote liquide et séchés a 60°C. Pour chaque
spécimen, le fer a été quantifié dans trois échantillons différents par Spectrométrie de masse a plasma
a couplage inductif (ICP-MS) au Département de chimie de I’Université de Sherbrooke.

Résultats et discussion

Importance de la lipoxygénase (LOX) dans la résistance a la gale commune

Le somaclone de pomme de terre habitué a la TA RB9, produit de la variété parentale Russet
Burbank (RB), est plus résistant a la gale commune que RB (Beaudoin et al. 2021). Une étude
protéomique a été réalisée précédemment pour identifier les changements du protéome des tubercules
de RB9 comparé a celui des tubercules de RB qui pourraient expliquer I'augmentation de la résistance a
la gale commune. Plusieurs protéines de défense ont été identifiées parmi les protéines dont
I’abondance a augmenté chez RB9, soit des membres de la famille des patatines, des lipoxygénases (LOX)
et des inhibiteurs de protéase de type Kunitz (Isayenka 2020). Dans ce projet, nous nous sommes
intéressés plus particulierement au role possible de la LOX dans I'augmentation de la résistance a la gale
commune observée chez le somaclone RB9.

Les LOX sont impliquées dans la formation d’oxylipines, un groupe de molécules dont plusieurs ont
une activité de défense contre les agents pathogenes (Blee 2002; Hwang and Hwang 2010). Ainsi,
I’'augmentation de I'abondance de ces protéines pourrait permettre de mettre en place dans le tubercule
une défense active qui serait déja tres efficace lors de I'attaque par S. scabiei. Dans cette premiére partie




du projet, nous avons évalué I'effet d’inhibiteurs de LOX sur le développement des symptomes de la
maladie et I'effet de I'infection sur I'expression, I'abondance et I’activité de la LOX.

Expression génique dans la voie de synthese des oxylipines

La famille des lipoxygénases est classée en deux types selon la position spécifique ol I'oxygene est
ajouté sur la chaine acyl des acides gras polyinsaturés. Ainsi, les 9-LOX et les 13-LOX produisent
respectivement des dérivés de 9- ou 13-hydroperoxydes d’acides gras qui peuvent étre davantage
modifiés par différentes voies métaboliques pour former une grande famille de métabolites appelés
oxylipines (Fig. 3A)(Wasternack and Feussner 2018). L'activité de la 13-LOX méne entre autres, via
I'activé de l'allene oxyde synthase (AOS) et I'alléene oxyde cyclase (AOC), a la production de I'acide
jasmonique, une hormone impliquée dans la formation des tubercules et les réponses de défense (Gobel
et al. 2001; Royo et al. 1999). L’activité 9-LOX conduit a la production de 9-hydroperoxydes d’acides gras
qui peuvent emprunter différentes branches de la voie des oxylipines impliquant entre autres la divinyle
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Figure 3. Analyse de I'expression de génes impliqués dans la voie des oxylipines chez les tubercules du
somaclones RB9 et de la variété parental Russet Burbank (RB). A) Schéma des voies de synthese des oxylipines
régulées par la lipoxygénase. B) Expression relative évaluée par RTqPCR de génes impliqués dans la synthese
des oxylipines dans les tubercules de RB9 (barres grises) comparé a RB (barres noires). Le géne de référence
utilisé est 18S. Les données représentent la moyenne de trois réplicats biologiques constitués d’un tubercule
chacun. Les barres d’erreur indiquent I'erreur-type. L’astérisque indique des moyennes significativement
différentes (t-test, P < 0,05). Abréviations : LOX= lipoxygénase; AOS = allene oxyde synthase; AOC = alléne oxyde
synthase; DES = divinyl éther synthase; EH = époxide hydrolase; HPL = hydroperoxyde lyase.
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éther synthase (DES), I'époxyde hydrolase (EH) ou I’hydroxyperoxyde lyase (HPL). La voie activée par les
9-LOX a été impliquée a plusieurs occasions dans la défense et la résistance a la maladie chez les plantes
(Hwang and Hwang 2010; Rancé et al. 1998; Vicente et al. 2012). Le groupe de LOX dont I’'abondance
augmente chez RB9 fait partie des 9-LOX, mais il est possible qu’elle puisse également produire une
certaine quantité de 13-hydroperoxydes d’acide gras (Royo et al. 1996). Pour déterminer quelle branche
de la voie des oxylipines est principalement activée chez les tubercules de RB9, nous avons évalué
I’expression de différents genes codant pour des enzymes impliqués dans ces voies (Fig. 3).

L’expression des génes StAOS et StAOC, impliqués dans la voie de synthese de I'acide jasmonique,
n’était pas augmenté dans les tubercules de RB9 par rapport a RB, suggérant que cette voie impliquant
la formation de 13-hydroperoxydes d’acides gras, n’est pas activée chez RB9 (Royo et al. 1996). Parmi
les autres genes testés, seule I'expression du gene StDES était augmentée de facon significative chez
RB9, suggérant une activation de cette branche, qui méne a la formation de divinyl éthers tels que I'acide
colnelénique et colneléique, des oxylipines connues pour leur activité antimicrobienne (Gobel et al.
2001). Ces résultats suggerent que I'augmentation de la LOX chez RB9 activerait une voie de synthese
d’oxylipines qui pourraient jouer un réle dans la défense contre S. scabiei. D’autres analyses, telle qu’une
détermination de oxylipines présentes dans les tubercules de RB9, seront utiles pour supporter ces
résultats.

Effet des inhibiteurs de lipoxygénase sur l'infection de mini-tubercules par S. scabiei

Afin de déterminer si I'laugmentation de I’'abondance de la LOX chez les tubercules de RB9 active
une voie de défense protégeant les tubercules contre S. scabiei, nous avons traités des minitubercules
avec des inhibiteurs de I'activité de LOX et infectés ces minitubercules avec S. scabiei. L’utilisation de
minitubercules permet de synchroniser leur production et I'infection par S. scabiei. |l est également
possible de traiter le bourgeon foliaire directement avec le composé a I'étude (Fig. 1).

Trois essais ont été réalisés pour cette expérience, avec deux inhibiteurs soit le naproxene (Nap)
utilisés dans les trois essais, et I'acide nordihydroguaiarétique (NDGA) utilisé dans les deux derniers
essais. Le naproxene est un anti-inflammatoire non stéroidien qui a été utilisé pour inhiber I'activité LOX
dans les cellules de soja en culture (Creelman et al. 1992) et aussi pour déterminer le réle des LOX dans
le développement de tubercules de pomme de terre (Kolomiets et al. 2001). Pour sa part, le NDGA a
permis d’inhiber I'activité LOX dans plusieurs espéces végétales telles que la tomate, la pomme de terre
et le soja (del Carmen Pinto et al. 2007; Ealing 1994). Les inhibiteurs de LOX utilisés dans notre étude,
dont le NDGA, agissent en réduisant I'enzyme active Fe3*a |la forme inactive Fe?*, perturbant ainsi le cycle
redox de LOX et provoquant son inactivation (Manda et al. 2020; Maccarrone et al. 2001).

Les résultats présentés a la Figure 4 montrent que l'indice de gale commune chez les
minitubercules infectés de RB9 était toujours inférieur a celui de ceux de la lignée parentale, confirmant
la plus grande résistance a la gale commune chez les minitubercules de RB9 (Beaudoin et al. 2021). Sauf
pour les traitements au naproxéne dans I'essai 1 pour RB et dans I'essai 3 pour RB9, la sévérité des
symptoémes de gale commune a été augmentée par les traitements aux inhibiteurs de LOX a la fois chez
RB et RB9, suggérant que l'inhibition de I'activité LOX augmente l'infection par S. scabiei. Cependant,
méme si la tendance est conservée dans les différents essais, les analyses statistiques n’ont pas confirmé
de changement significatif dans les minitubercules infectés et traités aux inhibiteurs par rapport aux
témoins infectés sans traitements. Il faut donc rester prudent dans lI'interprétation des résultats de ces
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essais. Le fait que seulement 10 minitubercules ont été étudiés par condition pourrait expliquer ces
résultats, une analyse a plus grande échelle est donc souhaitable.

A) B)
ler Essai 2e Essai 3e Essai
Lignée / Indice de gale | Indice de gale | Indice de gale
Traitements commune commune commune
Témoin moyen + moyen + erreur moyen +
erreur type type erreur type
Temoin 2,61+0,44a | 3,06:0,27a |4,30%0,26 ab
infecté
Témoin 1
= +
Infection rg | NDGA N/A 3,40+0,52a | 5,00+0,30a
Infection
v -
aproxene |, 40+0,31a | 356+034a | 4,90+0,31a
+ Infection
NDGA +
Infecti dmoi
aiscton Temoin 1,00£0,32b | 2,40£0,48a | 2,40+0,67
infecté
INDGA +
RB9 G/ N/A 3,05+0,62a | 3,20+0,36 bc
Infection
Nap +
Infection ‘
Naproxéne |, . 5334 | 305+049a | 2404034 c
+ Infection

Figure 4. Effet des inhibiteurs de lipoxygénase sur I'indice de gale commune des minitubercules du somaclone
RB9 et de la variété parentale RB. A) Images représentatives de minitubercules de RB et RB9 non infectés
(témoin), infectés par S. scabiei et traités avec les inhibiteurs de lipoxygénase soit acide nordihydroguaiarétique
(NDGA) et Naproxeéne (Nap) aprés 21 jours. L'indice moyen de gale commune est indiqué pour chaque condition.
B) Valeurs des indices moyens de gale commune pour trois essais d’infection avec S. scabiei et combinés avec les
inhibiteurs de LOX NDGA et Naproxéne chez des minitubercules de RB et RB9. Pour chaque essai, 10
minitubercules ont été utilisés par traitement. Les lettres différentes indiquent des moyennes significativement
différentes au cours d’un méme essai (ANOVA, P < 0,05).

Abondance, activité et expression de la LOX pendant l'infection et aprés traitements avec les
inhibiteurs de LOX

L'abondance, I'activité et I'expression de LOX ont été évaluées dans les minitubercules présentés
précédemment apres 21 jours d’infection (Fig. 5). Une augmentation de I'abondance de LOX de 2,2 fois
a été détectée par immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps reconnaissant
spécifiguement les LOX dans les minitubercules de RB9 comparés a ceux de RB, confirmant les résultats
obtenus dans I'analyse protéomique de jeunes tubercules (Isayenka 2020). L'abondance de LOX a aussi
été augmentée par l'infection par S. scabiei a la fois chez RB (plus de 2,5 fois) et chez RB9 (plus de 2,3
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fois) par rapport a leur témoin respectif. Une augmentation de I'accumulation de LOX a souvent été
rapportée dans I'activation des réponses de défense (Hou et al. 2018; Hwang and Hwang 2010; Perla et
al. 2014; Viswanath et al. 2020). Nos résultats suggerent donc que l'infection par S. scabiei pourrait
activer la voie de LOX chez les minituberucles afin de se défendre contre I'infection. Fait intéressant,
I’'accumulation de LOX chez les minitubercules de RB9 non infectés était déja a un niveau comparable a
celui induit par I'infection dans les tubercules de RB. Ces données suggerent que les minitubercules de
RB9 ont déja un niveau élevé de LOX méme en absence d’infection, ce qui pourrait leur permettre de se
défendre plus rapidement et/ou de fagon plus intense lors de I'infection pathogéne.

Les traitements aux inhibiteurs de LOX chez les minituberucles infectés n’ont pas eu d’effet
significatif sut I'abondance de la LOX sauf pour une augmentation de la LOX chez les minitubercules de
RB en réponse au NDGA. Ces résultats indiquent que l'inhibition de la LOX a peu ou pas d’effet sur
I'abondance de la LOX.

A) RB RB9
Témoin Témoin  NDGA Nap Témoin  Témoin NDGA Nap
infection Infection Infection Infection Infection Infection
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Figure 5. Evaluation de ’labondance de la lipoxygénase (LOX) chez les minitubercules de RB et RB9 infectés
par S. scabiei et traités avec des inhibiteurs de LOX. A) Image représentative de I'accumulation de LOX telle
que détectée par immunobuvardage de type western avec un anticorps spécifique (anti-LOX) chez des
minitubercules de RB et RB9 infectés par S. scabiei et traités avec le NDGA et Naproxene aprés 21 jours. 5 ug
de protéines solubles ont été chargés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE a 12 % (w/v). CBB = coloration au
bleu de Coomassie. B) Intensité relative de la bande correspondant a la LOX détectée par immunobuvardage
et normalisée par rapport a I'abondance de I'actine. Les valeurs représentent la moyenne des intensités
relatives de trois expériences sauf pour ce qui est du traitement au NDGA qui a été réalisé 2 fois. Les lettres
différentes indiquent des moyennes significativement différentes (ANOVA, P < 0,05).

L'activité de la LOX a ensuite été évaluée dans les minitubercules infectés par S. scabiei et traités
avec les inhibiteurs (Fig. 6). L'activité enzymatique a été mesurée par une méthode inspirée de la
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méthode d’oxydation ferreuse-xylénol orange (FOX) (del Carmen Pinto et al. 2007; Timabud et al. 2013),
qui détermine la production d’hydroperoxydes d’acide gras. Cette activité était 1,6 fois plus élevée dans
les minitubercules témoin de RB9 comparés a ceux de RB, soit 2,8 vs 4,6 nM d’hydroperoxydes d’acide
gras produits par min et par pug de protéine respectivement. Ceci montre que l'augmentation de
I’'abondance de la LOX chez RB9 est corrélée avec une augmentation de son activité. De mene, I'infection
par S. scabiei a augmenté I'activité de la LOX pour atteindre 3,9 nM/min/ug protéine chez RB et 5,0
nM/min/ug protéine chez RB9, montrant que I'augmentation de I'accumulation de LOX en réponse a
I'infection est aussi corrélée avec une plus grande activité. Ces données appuient notre hypothese que
la voie de LOX est activée dans les minitubercules en réponse a I'infection, et que cette voie est déja plus
active chez RB9 méme avant l'infection.

B
A
c
© 54 c -
£ -
b b
nw o
g5 4
50
o a
23 34
(=R
5
=
TE 2
=
C
= 4]
0= T T
RB RBY RB RBY
Mon infecté Infecté
S scabiei EF35
6- - - -
B = Il Témoin Infection
c -
T & MDGA+ Infection
n 5
3 a [ Naproxéne + Infection
x @
Sl
L m
a3
O -
==
T E
—
=
£

RB RB9

Figure 6. Activité lipoxygénase (LOX) dans les minitubercules de Russet Burbank (RB) et RB9 infectés ou
non avec S. scabiei EF35 et traités avec des inhibiteurs d’activité LOX. A) Activité LOX dans des
minibitubercules de RB et RB9 infectés ou non par S. scabiei. B) Activité LOX dans des minibitubercules de RB
et RB9 infectés par S. scabiei et traités avec le NDGA et le Naproxene. L’activité LOX a été déterminée par
I’essai d’oxydation ferreuse-xylénol orange (FOX) dans les minitubercules de RB et RB9 non-infectés ou aprés
21 jours d’infection par S. scabiei EF35. 1 ug de protéines solubles totales a été utilisé pour I'activité
enzymatique mesurée a 560 nm a température ambiante. L'activité spécifique a été exprimée en Vmax de
produit formé par unité de temps par quantité de protéine (nM d'hydroperoxydes d'acide linoléique/min/ug
de protéine totale). Les barres d’erreur indiquent I'erreur type de trois réplicats biologiques. Les lettres
différentes représentent des moyennes significativement différentes (ANOVA ; P < 0,05). Les expériences ont
été répétées deux fois, avec des résultats similaires.
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Nous avons également évalué I'expression d’un géne de la LOX pendant le processus d’infection. Le
géne choisi code pour une LOX dont I'abondance était augmentée de 1,8 fois pendant I'analyse
protéomique et qui a été rapportée pour étre impliquée dans la voie de synthése des oxylipines
impliquant la DES (Fauconnier et al. 2008; Royo et al. 1996). Les résultats obtenus pour les essais 2 et 3
(Fig. 7) montrent une trés grande variabilité de I’expression de ce gene, bien qu’il y ait une tendance vers
une plus grande expression en réponse a l'infection, autant chez RB que RB9. Il a été rapportée que
I’'augmentation de I'expression de LOX lors d’infection pathogéne est souvent observée dans les
premiers jours de l'infection (Fammartino et al. 2007; Fauconnier et al. 2008). Puisque cette analyse a
été réalisée aprés 21 jours d’infection, il est fort probable que I'expression du géne n’est plus régulée
par la présence de I'agent pathogéne. De nouvelles analyses suivant I’expression du gene au cours des
premiers jours de I'infection seront nécessaires pour déterminer si I'augmentation de I'abondance de la
LOX est aussi corrélée a une augmentation de I'expression du gene.
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Figure 7. Analyse de I'’expression du géne de LOX1.2 chez les minitubercules de Russet Burbank (RB) et RB9
témoin, infectés avec S. scabiei et traités avec le NDGA apreés 21 jours d’infection. L’expression relative a été
évaluée par RTqPCR en comparant I'expression de LOX1.2 chez les minitubercules de RB9 a celle chez la variété
d’origine. Le gene de référence utilisé est 18S. Les données représentent la moyenne des valeurs obtenues
pour trois pools de deux minitubercules chacun. Les barres d’erreur indiquent I’erreur-type.

Role de l'accumulation de la ferritine et du fer dans l'interaction tubercules -
Streptomyces scabiei

Les somaclones YG8 et YG32 ont été régénérés a partir de cellules de pomme de terre la variété
parentale Yukon Gold (YGP) habituées a la TA. Ces deux somaclones sont plus résistants a la gale
commune que la variété d’origine (Labidi 2020). Une analyse comparative du protéome des tubercules
des somaclones et de YGP a identifié 24 protéines dont I'abondance est augmentée d’au moins 2 fois (P
>0,05), autant chez YG8 que YG32 comparé a YGP. La ferritine est la protéine dont I'abondance a le plus
augmenté par rapport a YGP, avec une augmentation de 11 et 19 fois chez les tubercules de YG8 et YG32,
respectivement (Labidi 2020). Ce changement est aussi corrélé avec une augmentation de I'abondance
du fer de 70 et 118% dans les tubercules de YG8 et YG32, respectivement, par rapport a ceux de YGP
(Labidi 2020).
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La ferritine est une protéine qui séquestre le fer, prévenant ainsi sont interaction avec I'oxygene
et la formation d’especes actives de |'oxygene (ROS). Elle participe a I'homéostasie du fer en
convertissant I'ion ferreux en ion ferrique non réactif qu’elle entrepose et libere selon les besoins de la
cellule (Arosio et al. 2009). L'entreposage du fer par la ferritine jouerait également un réle dans la
défense, tel que lors de l'interaction d’Arabidopsis thaliana et Erwinia chrysanthemi, ou la ferritine a été
montrée nécessaire pour réduire les symptomes d’infection (Briat et al. 2010; Dellagi et al. 2005). D’un
autre co6té, les bactéries pathogenes ont également besoin de fer pour leur croissance et synthétisent
des molécules chélatrices appelées sidérophores qui leur permettent d’acquérir le fer dont elles ont
besoin (Dellagi et al. 2005; Franza et al. 2005). La synthése de sidérophores pendant I'interaction plante
— agent pathogéne suggere I'existence d’'une compétition entre la plante et I'agent pathogéne pour
I’acquisition du fer (Aznar et al. 2014; Neema et al. 1993). Cette partie du projet s’est intéressée a étudier
la contribution de I'augmentation de la ferritine dans les somaclones YG8 et YG32 dans la protection
contre S. scabiei.

Localisation histochimique et quantification du fer

Il a été montré que les tubercules de YG8 et YG32 accumulent davantage de fer que les tubercules
de YGP (Labidi 2020). Pour déterminer si la localisation du fer chélaté par la ferritine se retrouve dans
les portions internes (chair) ou externes (périderme) du tubercule, nous avons réalisé une coloration
Perls suivie d’'une intensification par le DAB, un procédé qui détecte la présence du fer par une coloration
brune (Fig. 8)(Meguro et al. 2007). Etant donné que la distribution du fer est corrélée a la distribution de
la ferritine (van Duijn et al. 2013), ces analyses donneront également une idée de la localisation de la
ferritine dans les tubercules.

Figure 8. Déposition du fer en bordure du périderme dans les tubercules matures des somaclones YG8 et
YG32 comparés a ceux de YGP. Les images représentent des sections de tranches de tubercules coupées
longitudinalement apreés coloration de Perls et intensification par le diaminobenzidine (DAB). A) Yukon Gold
parent (YGP); B) somaclone YG8 et C) somaclone YG32. Les images ont été prises avec un stéréomicroscope
Leica. Les fleches indiquent une coloration brune plus intense qui représente I'accumulation de fer prés du
périderme de YG8 et YG32. L'échelle représente 1 mm. Trois tubercules ont été analysés pour chaque lignée
avec des résultats semblables.

Dans tous les échantillons, on observe une coloration brune plus marquée au niveau de I'anneau
vasculaire, indiquant une accumulation de fer associée au systéme vasculaire des tubercules. Une
coloration plus intense est observée dans les couches vivantes du périderme chez YG8 et YG32 (indiqué
par des fleches a la Fig. 8B-C) mais absente chez YGP. Ces données suggerent que chez les somaclones
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plus résistants a la gale commune, le fer et la ferritine s’"accumulent davantage en bordure du périderme
alors que ce n’est pas le cas chez la variété parentale. Puisque le périderme est la premiere barriere a
I'entrée de la bactérie, il est possible que I'accumulation de fer a cet endroit joue un role pour freiner
I'entrée de la bactérie. Cette hypothese n’est toutefois pas appuyée par des résultats de quantification
du fer par ICP-MS (Fig. 9) qui montrent que seule la chair et non le périderme des somaclones accumule
davantage de fer. Des analyses de localisation plus précises au niveau des différentes couches du
périderme pourraient nous aider a mieux préciser les sites d’accumulation du fer.
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Figure 9. Quantification du fer (Fe) par ICP-MS dans la chair et périderme de tubercules matures des
somaclones YG8 et YG32 et de la variété Yukon Gold (YGP). Les résultats représentent la moyenne de la
guantification en ppm de trois échantillons biologiques pour la chair de chaque lignée et deux pour le
périderme. Des lettres différentes indiquent des moyennes significativement différentes (ANOVA, P <0,05).

Expression de génes de synthése de sidérophore en présence de microtubercules

L'accumulation de la ferritine et du fer dans les tubercules des somaclones YG8 et YG32 pourrait
potentiellement réduire la disponibilité du fer pour S. scabiei. Un des mécanismes utilisés par les
bactéries pour I'acquisition de fer est la synthese et la libération de sidérophores qui seront transportés
dans la bactérie une fois le fer chélaté (Franza et al. 2005). L'un des sidérophores produit par S. scabiei
est la pyochéline dont la synthése est régulée par un groupe de genes présents dans le génome de S.
scabiei (http://strepdb.streptomyces.org.uk/). Pour déterminer si la présence de tubercules stimule la
synthése de pyochéline chez les bactéries, nous avons évalué |'expression de génes de synthese de la
pyochéline chez S. scabiei. Nous avons utilisé une approche in vitro qui permet de mettre en contact des
microtubercules de pomme de terre et S. scabiei dans un milieu liquide (Fig. 2). Aprés cing jours de co-
culture, les bactéries ont été recueillies pour en extraire I’ARN alors que les microtubercules ont été
conservés pour la quantification du fer. L’analyse de I'expression de génes de synthése de pyochéline
chez S. scabiei cultivé en présence de microtubercules de YG8 a montré une légere augmentation (17%)
significative de I'expression du géne SCAB_1471 par rapport a I'expression de ce gene chez YGP (Fig. 10).
Une tendance similaire a été observée pour le géne SCAB 1481 mais ce changement n’était pas
significatif. Ces résultats suggérent que S. scabiei détecte en présence des microtubercules de YG8 une
certaine carence en fer et active en retour la synthése d’'un gene de synthése de pyochéline. Cette
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activation étant relativement faible, il serait intéressant de déterminer si I'expression d’autres genes
impliqués dans l'acquisition ou le transport du fer sont également induit par la présence des
microtubercules de YG8. Alors que la quantification du fer par ICP-MS dans les microtubercules de YG8
et YGP a montré un niveau semblable de fer en absence de bactéries, soit environ 48 ppm, la culture des
microtubercules de YG8 avec S. scabiei a mené a une accumulation de fer dans ces microtubercules qui
était de 96 ppm, soit plus de deux fois celle retrouvée dans les microtubercules infectés de la variété
parentale a 43 ppm (Fig. 10C). Ces données montrent que les microtubercules de YGS, qui contiennent
plus de ferritine que ceux de YGP, accumulent davantage de fer en réponse a la bactérie. D’autre part,
S. scabiei réagit a la présence des microtubercules de YG8 en activant la synthese de sidérophore,
suggérant une possible compétition pour le fer entre les microtubercules de YG8 et S. scabiei.
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Figure 10. Analyse de I’expression de géne de synthése de la pyochéline chez S. scabiei en présence de
microtubercules de YG8 et YGP et quantification du fer par ICP-MS dans les microtubercules. Des
microtubercules du somaclone YG8 et de la variété parentale YVP ont été co-cultivés avec S. scabiei ou en
absence de bactéries (témoin). L'expression relative de génes de synthése de pyochéline a été analysée par
RTgPCR chez S. scabiei co-cultivée avec YG8 et comparé a la co-culture avec YGP. A) SCAB_1471 (t-test; n=3,
a: P <0.05); B) SCAB_1481. Le géne gyrA a été utilisé comme géne de référence. C) Quantification du fer par
ICP-MS dans des microtubercules de YGP et YGS cultivés avec ou sans S. scabiei EF-35 (t-test; n=3, a: P < 0.05).
Les barres d’erreur représentent I'erreur-type. Les données représentent la moyenne de trois réplicats
biologiques.

Effet de S. scabiei combinée a I’ajout d’un chélateur sur la sévérité de l'infection des minitubercules et
I’expression du géne de ferritine

L'augmentation de I’'abondance de la ferritine chez les somaclones de YG8 et YG32 a été corrélée
a une plus grande expression du géne de ferritine (FER1) (Labidi 2020). Il a été montré précédemment
dans différentes interactions plante-pathogéne que la ferritine est importante pour la défense, et que
I’expression du géne de la ferritine peut augmenter en réponse a l'infection (Briat et al. 2010; Deak et
al. 1999; Dellagi et al. 2005). En particulier, I'infection de feuilles de pomme de terre par Phytophtora
infestans a stimulé une augmentation de I’expression du gene de ferritine (Garcia Mata et al. 2001). Pour
évaluer si I'expression de la ferritine dans les tubercules est induite suite a I'infection par S. scabiei, nous
avons utilisé tel que décrit plus haut des minitubercules de pomme de terre de 7 jours qui ont été
infectés de facon synchrone par S. scabiei (Fig. 1).
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Dans un premier temps, nous avons confirmé que I'expression du gene FER1 était également
augmentée chez les minitubercules tel qu’observé dans les tubercules matures (Fig. 11). Chez les
tubercules matures, I'expression de FERI mesurée était chez YG8 1,5 fois et chez YG32 1,8 fois
supérieure a celle observée chez YGP. L'expression de FER1 était aussi plus élevée chez les
minitubercules des somaclones, avec un niveau pres de 3 fois et 3,7 fois supérieur chez YG8 et YG32
respectivement comparé a YGP. Ces résultats indiquent que I'utilisation des minitubercules pour évaluer
I'effet de 'augmentation de I'abondance de la ferritine chez les somaclones est un bon systéme pour
cette étude.
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Figure 11. Analyse de I'expression du gene de ferritine (FER1) chez des tubercules matures et des
minitubercules de la variété parentale Yukon Gold (YGP) et des somaclones YG8 et YG32. A) Tubercules
matures. B) Minitubercules. L’expression relative a été évaluée par RTqPCR en comparant |'expression de
FER1 chez YG8 et YG32 avec celle de YGP. Le géne de référence utilisé est 18S. Les lettres différentes
indiguent des moyennes significativement différentes (ANOVA, P < 0,05, n= 3). Les barres d’erreur indiquent
I'erreur type. Les données ont été obtenues de 3 tubercules matures ou de 3 pools de 2 a 4 minitubercules
chacun.

En plus de l'effet de l'infection par S. scabiei, nous avons évalué I'effet d’'un chélateur, le
déferoxamine mésylate (DFOM), qui mime l'effet du sidérophore déferoxamine B produit par
Streptomyces pilosus lorsque le fer est en quantité limitante (Fig. 12)(Bellotti and Remelli 2021). Fait
intéressant, S. scabiei possede également les génes de synthése du déferoxamine E (Liu et al. 2021). 1l a
été rapporté que le DFOM peut relacher le fer séquestré par la ferritine (De Serrano 2017). Ainsi, un
traitement des minitubercules au DFOM devrait réduire la quantité de fer entreposé dans les tubercules.
Ce traitement devrait également libérer du fer qui pourrait ainsi devenir disponible pour les bactéries.
Le DFOM a été ajouté aux minitubercules juste avant l'infection par S. scabiei. Des minitubercules non
infectés avec ou sans traitement ont été conservés comme témoins. L'effet du traitement au DFOM seul
sur I'expression de FER1 a été évaluée apres 8 h et 24 h. Apres 17 jours d’infection, la sévérité de la
maladie a été évaluée pour les minitubercules (Fig. 12) et I'expression de FER1 a été mesurée par RTqPCR
(Fig. 13).
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Figure 12. Evaluation de 'indice de gale commune chez les minitubercules de YG8, YG32 et YGP infectés
par S. scabiei pendant 17 jours. A) Photos représentatives des minitubercules témoins, traités au DFOM,
infectés par S. scabiei ou traités au DFOM et infectés. B) Graphique représentant I'index de gale commune
moyen pour les tubercules infectés de YGP, YG8 et, YG32 sans traitement ou traités au DFOM. L'indice moyen
de sévérité de la gale commune a été calculé en faisant la moyenne des indices pour chaque minitubercules
évalué par une valeur de 0 a 6 représentant le pourcentage de surface du minitubercule couverte de lésions,
ol 0 =sans lésions; 0,5 =moinsde 1%; 1=1a5%; 2=63a10%; 3=11 a 25%; 4= 26 a 50%; 5 =51 a 75%; et 6=
76 a 100%. Les données ont été obtenues de 8-10 minitubercules par traitement. Les barres d’erreur

indiquent I'erreur type. La lettre ‘a
expérience a été répétée deux fois avec des résultats semblables.

"indique une moyenne significativement différente (t-test; P < 0,05). Cette

Comme présenté a la Fig. 12A, I'indice de sévérité de la gale commune était plus faible chez les
minitubercules de YG8 et YG32 que chez ceux de YGP, avec une différence significative pour les
minitubercules de YG32 (P < 0,05). Le pré-traitement des minitubercules au DFOM a restauré le niveau
de gale commune chez YG32 a celui observé chez la variété d’origine. Etant donné que le DFOM chélate
le fer séquestré par la ferritine, ces résultats indiquent que la diminution de fer dans les tubercules du
somaclone YG32 contribue a augmenter l'infection par S. scabiei, mais cet effet pourrait étre indirect.
Dans ces conditions, il est en fait probable que le DFOM rend le fer disponible a la bactérie, ce qui

favoriserait alors sa croissance et I'infection des minitubercules.
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Figure 13. Analyse de I’expression du géne de ferritine (FER1) en réponse au traitement au déferoxamine
mésylate (DFOM) et en présence ou non de S. scabiei chez les minitubercules des somaclone YG32 et la
variété Yukon Gold (YGP). A) 8 h aprés le traitement au DFOM et /ou l'infection par S. scabiei B) 24 h aprés
le traitement au DFOM et/ou l'infection par S. scabiei, C) 17 jours aprés le traitement au DFOM et/ou
I'infection par S. scabiei, essai 2, D) 17 jours aprés le traitement au DFOM et/ou I'infection par S. scabiei, essai
3. U'expression relative a été évaluée par RTqPCR en comparant I'expression de FERI chez tous les
échantillons a celui du témoin non traité (YGP). Le gene de référence utilisé est 18S. Les données
représentent la moyenne de trois réplicats biologiques constitués de pool de 4 a 6 minitubercules. Les barres
d’erreur indiquent I’erreur-type. Les lettres différentes indiquent des moyennes significativement différentes

(ANOVA, P < 0,05).

L'expression de FER1 dans les témoins était pendant toute I'expérience de 2,6 a 3,6 fois plus élevée
dans les minitubercules de YG32 comparé aux minitubercules de YGP. Ceci confirme les résultats obtenus
a la Fig. 12. Pour I'ensemble des traitements et pendant toute la durée de I'expérience, I'expression de
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FER1 est restée semblable au témoin dans les minitubercules de YGP (Fig. 13). Pour les minitubercules
de YG32, le traitement au DFOM seul a commencé a réduire I'expression de FER1 de 3 a 2,5 apres 8 h
jusgu’a un niveau comparable a celui du témoin YGP apres 24 h. En présence de la bactérie seulement,
I’expression de FER1 chez YG32 a été réduite a un niveau semblable a celui du témoin YGP apres 8 h,
mais a été augmenté a un niveau s’approchant de celui du témoin YG32 aprés 24 h, soit pres de 2 fois
comparé a 2,5 fois. Apres 17 jours, le niveau d’expression de FER1 était supérieur a celui du témoin YG32,
a plus de 6 fois comparé a 3,6 chez le témoin YG32, suggérant une induction supplémentaire de
I’expression de la ferritine chez YG32 stimulé par les bactéries. Lorsque les minitubercules ont été a la
fois traités au DFOM et infectés par S. scabiei, I'expression aprés 8 h a diminué au niveau de celui du
témoin YGP, mais a augmenté a 1,5 fois aprés 24 h tout en restant a un niveau inférieur a celui observé
en présence de bactérie seule. Par contre, I'expression a la fin de I'expérience était semblable a celle
observée en présence de la bactérie, soit un niveau supérieur au témoin YG32 non infecté.

Dans un premier temps, ces données indiquent que I'expression du gene de ferritine n’est pas
induite en présence de bactéries dans les minitubercules de la variété Yukon Gold. Ceci suggeére que les
tubercules de pomme de terre, chez cette variété tout au moins, n’utilise pas I'induction de la ferritine
FER1 comme réponse de défense. De méme, le traitement au DFOM n’a pas eu d’impact sur I’expression
de la FER1 dans les minitubercules de YGP. En revanche, chez le somaclone YG32, qui exprime déja
davantage de ferritine en absence de S. scabiei, on observe d’abord une réduction de I'expression de
FER1 dans les premiers 8 h pour éventuellement observer une augmentation de I'expression de FER1 a
24 h pour dépasser les niveaux d’expression du témoin YG32 a la fin de I'expérience en présence de la
bactérie. Ces résultats suggerent des changements importants dans la régulation de I'expression de ce
geéne chez ce somaclone dans la réponse a S. scabiei. Au début de l'infection, il est probable que la
disponibilité du fer est réduite initialement par la présence de la bactérie qui doit également acquérir du
fer, ce qui réduirait la nécessité d’induire la synthese de ferritine. Mais rapidement, I'expression du gene
et rétablie et méme induite a un niveau supérieur a celui du témoin, ce qui potentiellement contribuerait
a réduire l'incidence de la maladie. Cependant, lorsque les minitubercules sont traités au DFOM,
I’expression du gene de FER1 reste plus faible (1,5 fois aprés 24 h) par rapport au témoin YG32, réduisant
ainsi la capacité de stockage du fer dans les minitubercules dés les premiers stades de I'infection. Comme
mentionné précédemment, le DFOM lui-méme peut potentiellement aider S. scabiei a acquérir le fer
dont elle a besoin, stimulant sa croissance et favorisant I'infection. Ces résultats concordent d’ailleurs
avec une plus grande infection des minitubercules de YG32 par S. scabiei lors qu’ils sont préalablement
traités au DFOM (Fig. 12).

Ces derniers résultats, combinés a ceux obtenus avec les microtubercules, suggerent que
I'augmentation de I'abondance de la ferritine contribuerait a augmenter la capture du fer dans les
minitubercules, réduisant ains la disponibilité du fer pour S. scabiei. Des analyses de I'implication des
transporteurs du fer, a la fois dans les tubercules et chez S. scabiei pendant leur interaction, permettront
d’étayer I'hypothése d’'une compétition entre les tubercules et la bactérie pour le fer. On ne peut
toutefois pas exclure la possibilité que I'accumulation de la ferritine elle-méme, de par son effet
protection contre la production de ROS et le stress oxydatif, jouerait un réle plus direct dans la protection
contre l'infection par S. scabiei. Des analyses de la production de ROS dans les tubercules des somaclones
YG8 et YG32 comparés a ceux de YGP en réponse a l'infection pourraient nous permettre d’évaluer cette
hypotheése.
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Analyse des somaclones habitués a la thaxtomine A produits a partir de différentes
variétés de pomme de terre.

La méthode d’habituation a la TA a été appliquée, avec quelques modifications, a d’autres variétés
de pomme de terre. Des somaclones plus résistants a la gale commune ont été identifiés par un test
d’infection avec des minitubercules par des tests d’infection en pots (Isayenka 2020). A partir de
tubercules produits en serre, nous avons déterminé si I’habituation a la TA chez ces somaclones est

associée a des changements tels que ceux observés dans ce projet, soit I'augmentation de I'abondance
de la LOX chez le somaclone RB9 ou encore I'accumulation de ferritine chez les somaclones YG8 et YG32.
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Figure 14. Evaluation de 'abondance de la lipoxygénase chez les tubercules de somaclones habitués a la
thaxtomine A et la variété parentale correspondante A) Image représentation de I'accumulation de
lipoxygénase telle que détectée par immunobuvardage de type western avec un anticorps spécifique (anti-
LOX) chez des tubercules de somaclones habitués a la TA et la variété d’origine correspondante. 5 ug de
protéines solubles ont été chargés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE a 12 % (w/v). B) Intensité relative de
I’'abondance de LOX détectée par immunobuvardage. Les valeurs représentent la moyenne des intensités
relatives obtenues pour quatre tubercules différents. Les lettres différentes indiquent des moyennes
significativement différentes (t-test, P < 0,05).

L’analyse de I'abondance de la LOX estimée par immunobuvardage de type Western a montré une
plus grande abondance de la LOX chez le somalcone K-39 (prées de 1,5 fois) comparé a la variété parentale
Kennebec (Fig. 14). Cependant, I'abondance de la LOX n’était pas significativement plus élevée pour les
somaclones Shep 2-1 originaire de la variété Shepody, et était significativement moindre chez les
somaclones Env-1-2 et Env-4-1 issus de la variété Envol, ce qui suggere que la LOX pourrait
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potentiellement contribuer a 'augmentation de la résistance a la gale commune chez le somaclone K-
39, mais pas chez les autres.

Nous avons également évalué I'expression du géne FER1 pour déterminer si des changements dans
I’'abondance de la ferritine pourraient expliquer I'augmentation de la résistance chez ces somaclones
(Fig. 15). Une augmentation significative de I'expression de FER1 (prés de 5 fois) a été observée chez le
somaclone K-39 par rapport a la variété d’origine Kennebec. L'expression a également été augmentée
dans les tubercules des somaclones Env_1-2 et Env-4-1, sans que cette variation soit significative par
rapport a la variété parentale Envol. Il serait intéressant de quantifier 'abondance du fer dans ces
somaclones pour déterminer si 'augmentation de I'expression de FER1 se traduit par une plus grande
accumulation de ferritine (et donc de fer) comme observé chez les somaclones YG8 et YG32.
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Figure 15. Analyse de I’expression du géne de ferritine (FER1) chez les tubercules de somaclones habitués
a la thaxtomine A et la variété parentale correspondante. L'expression relative a été évaluée par RTgPCR
en comparant I'expression de FER1 chez le somaclone a celui de la variété d’origine. Le gene de référence
utilisé est 18S. Les données représentent la moyenne des valeurs obtenues pour trois tubercules différents.
Les barres d’erreur indiquent I'erreur-type. Les lettres différentes indiquent des moyennes significativement
différentes (t-test, P < 0,05).

Ces données suggerent que I'accumulation de ferritine combinée a celle de la LOX pourrait
contribuer a augmenter la résistance a la gale commune dans le somaclone K-39. Néanmoins, il apparait
gue les changements induits pendant I’habituation a la TA et qui ménent a une plus grande résistance a
la gale commune ne semblent pas conservés d’une variété de pomme de terre a I'autre. Ainsi, plusieurs
mécanismes pourraient contribuer a réduire I'infection par la gale commune chez la pomme de terre.

Conclusion

Nous avons développé des somaclones de pomme de terre habitués a la thaxtomine A qui sont
plus résistants a la gale commune que les variétés dont ils sont issus. Le somaclone RB9, issu de la variété
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Russet Burbank, produit dans ses tubercules une plus grande quantité de LOX, une protéine clé de la
voie de synthese des oxylipines. L’abondance et I'activité de la LOX augmentent dans les minitubercules
de Russet Burbank en réponse a l'infection par S. scabiei, et cette réponse est amplifiée dans les
minitubercules de RB9. Ces données suggerent que la voie des oxylipines, médiée par I'activité LOX,
serait davantage activée dans les minituberucules de RB9, ce qui contribuerait a stimuler la défense et
augmenter la protection contre la gale commune. D’autre part, les somaclones YG8 et YG32, produits de
la variété Yukon Gold, accumulent davantage de ferritine dans leurs tubercules que la variété d’origine.
Une plus grande abondance de ferritine permet de séquestrer le fer dans les tubercules, le rendant
probablement moins disponible pour S. scabiei qui en a besoin pour sa croissance et I'infection des
tubercules. Lorsque le fer est libéré de la ferritine par un chélateur appliqué sur les minitubercules,
I'infection par S. scabiei est plus intense, suggérant une disponibilité accrue du fer pour la bactérie et
I'infection. Ces données proposent des pistes intéressantes a explorer pour mieux comprendre les
mécanismes mis en place dans les tubercules pour se défendre contre S. scabiei.
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