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HR : réaction hypersensible

HXK : hexokinase

HXT : hexose transporter

IFR : isoflavone réductase

IFS : isoflavone synthase

IPTG : IsopropyB-D-1-thiogalactopyranoside

JAP : jours aprés pollinisation

KIS : kinase interacting sequence

LEA : Late embryognenesis abondante protein

LeMAN1, LeMAN2

MAN : mannose

MTGI : medicago truncatula gene index

NR : nitrate réductase

PAL : phenylalanine ammonia lyase

PEG : polyethylene glycol

PFK-2 : Phosphofructokinase 2

PMS : post maturation a sec

PR10 : Pathogenesis related protein 10

PRL1 : Pléiotropique regulatory locus 1

pv : pathovar

QTL : Quantitative trait loci

RBCS : Rubisco Small Subunit

RFOs : sucres de la famille des raffinoses

RNAI : ARN interférence

ROS : reactive oxygen species

SCF : Skpl/Cullin/F-box complex

sHSP: small heat shock protein

SNF1: Sucrose non fermenting 1

SnRK1 : Sucrose non fermenting related kinase

SOD : superoxide dismutase

SUC : saccharose

Tso : temps mis pour 50% de germination

T6P : tréhalose 6 phosphate

TC : tentative consensus

Thr210 : thréonine 210

TPP : thréalose-6-phosphate phosphatase

TPS : thréalose-6-phosphate synthase

UDP :uridine diphosphate

ufc : unité formant colonies

Xap : Xanthomonas axonopodiv phaseoli

Xcc : Xanthomonas campestifiy campestris

XET : Xyloglucan endotransglucosylase



« Ce n'est pas le moindre charmf@ne théorie que d'étméfutable »
Friedrich Wilhelm Nietzsché1886)
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L’espéceMedicago truncatulaGaertn. M. truncatulg (luzerne) appartient a la famille des
Fabaceae Cette plante, originaire du croissant fertile @stiramment utilisée comme plante
fourragére permanente dans les zones subtropitadlasxment, en Australie et aux Etats-Unis
d’Amérique. La faible taille de son génome diplo{dB0-520Mb), son autogamie et son temps
de génération de graines a graines d’'une dizaireenhines, en fait une plante modele pour
'étude desFabaceae(Journet et al., 2001). De nombreuses espécestapaat & ce genre
représentent un intérét agronomique (luzerne @stipois, soja...). Bien qu’en Europe les
Fabaceaecultivées n’'occupent que trois pour cent des sedaultivées, elles représentent de
15 a 25 % d’entre elles dans le reste du monder¢8dBINIS, 2005). L'intérét agronomique de
cette famille de plante est accru du fait de saciég a former des nodosités fixant I'azote de
l'air. Cette caractéristique répond a la problémai croissante du colt et de I'impact
environnemental de 'amendement azoté nécessdiagrculture intensive (Source GLIP,
2006).

La plupart des especes agronomiques est commséaabus forme de semences et la
qualité germinative de ces derniéres représentenjgu important pour I'agriculture. Cette
gualité germinative est liée a des caractéristiguemseques des graines comme l'aptitude a
la conservation ou la dormance. MtSNF4b est un&ppr® spécifiguement accumulée en fin
de maturation dans les semenédsdicago truncatulaet son role dans la longévité et la
vigueur germinative, précédemment mis en évidezcdait un candidat intéressant en vue de
'amélioration de la qualité des semences. Powardute nombreuses interrogations subsistent
au sujet de cette protéine et de son fonctionnewams la graine. La caractérisation de son
réle peut donc donner des pistes pertinentes cuanh utilisation dans des programmes de

sélection et d’amélioration des semences.

Dans cette introduction bibliographique nous ndtecherons dans un premier temps a
rappeler les principales connaissances acquisedastggulation de la maturation, de la
dormance et de la germination des semences gracelanées obtenues par I'étude de
plantes modéles. Ensuite, nous nous attarderoris signalisation des sucres chez la levure
et chez les plantes, a laquelle la protéine MtSNedt potentiellement liée. Enfin, nous
terminerons cette partie introductive par une s§s¢hdes connaissances acquises au sujet des
protéines de la famille des Sucrose Non Fermer(8idf1), un complexe kinase conserve,
connu chez les plantes sous le nom de Sucrosernwfeng-Related Kinase (SnRK1), dont

MtSNF4b est une sous unité régulatrice putative.
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Figure 1 : Structure d'une graine deM. truncatula (A) Photographie d’'une graine di& truncatulaimbibée
16 heures a 20°C. (B) Représentation schématiqueedjraine deM. truncatula Le schéma représente une
coupe longitudinale dans le plan de symétrie dgnagne deM. truncatula

e el
i Acquisiton dela o= ¥ SO T T T s m = m e IR 100
capacité ~ <
germinativel
10

=5 80
-4 80 ~
-2 Teneur en ean 8 :cu_ EQ
E = =
= z 60 E
3 60 & E
5t P g
= 6 | Z

Poids sec - ~
E 40 = E 40
g 4
-1
@
H

20
20 o )
g
P cquisition dela TD
0 0 0

8 12 16 20 24 28 32 36 40 JAP

Bl
Ll |

I I 111

Figure 2: Déroulement physiologique du développement ched. truncatula. Le poids sec (marron), le
poids frais (vert) et la teneur en eau (bleu) seprésentés au cours du développement. L'acquisdio
pouvoir germinatif et de la tolérance a la dessionaTD) sont schématisés en pointillés (d’apredladdo et
al., 2003; Boudet et al., 2006). | : Histodiffératimn, organogenése, morphogenese. Il : Acquisitde la
capacité a germer et phase de remplissage. lIssiPeation, acquisition de la dormance et de laedy, arrét
des activités cellulaires.
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1. Biologie des semences

1.1 Développement de la graine

La graine, organe spécifiqgue des spermaphytespesirze il y a environ 380 millions
d’années et constitue autant un avantage évolgufiin passage obligatoire entre deux
générations pour de nombreuses especes. Une gstimenstituée de plusieurs couches de
cellules spécialisées se divisant et se différemm@a suivant un programme fortement régulé
dans l'espace et dans le temps. Une graine matarggidsperme est schématiquement
composée de trois couches de cellules principdi&s (). La plus centrale est I'embryon
diploide issu de la fécondation de I'oosphere pa& des deux cellules gamétophytiques
males. La couche de cellules intermédiaire edbwialen triploide, issu de la fécondation du
sac embryonnaire diploide par la seconde celluteétphytique male. Enfin en périphérie,
le tégument diploide d’origine maternelle constigénéralement la barriére protégeant la

graine du milieu extérieur.

La vie d’'une graine deabaceaecommence avec la double fécondation qui marque le
début du développement et s’acheve par la germmaltie développement est un processus
biphasique, comprenant une étape de morphogenésameetétape de maturation. La
morphogenése est I'étape suivant immédiatemerddantdation et ne concerne initialement
gue l'albumen et le tégument sous contrble matéraelie dans Weber et al., 2005). Elle se
poursuit par une seconde phase de divisions ceial@aboutissant au développement des
différents organes de I'embryon zygotique. A la di@ la morphogenese, I'embryon est
composé d'un axe embryonnaire et d’'un ou deux édgns (Fig. 1). La maturation, a
proprement parlé, commence une fois que I'embrybnl’abumen ont achevé leur
morphogenese (Wobus et al., 1999). Elle correspamndasculement du développement
embryonnaire depuis un contrble maternel vers umrél® embryonnaire (Weber et al.,
2005). Pendant cette étape, dans un premier teenpgcle cellulaire s’arréte et 'embryon
subit une expansion cellulaire au détriment ddlialen et accumule des réserves (Fig. 2). |l
acquiert également la capacité a germer puis dadote a la dessiccation (Fig. 2). La seconde
partie de la maturation d'une graine orthodoke, supportant un séchage a lair libre,
s’acheve lorsque les réserves ont été accumuléswlaRt cette phase, la teneur en eau
diminue et la dormance primaire s’installe (revaesiBewley et Black, 1994) (Fig. 2).
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Figure 3 : Modéle séquentiel de I'arrét du développement dares graines dA. thaliana (d’aprés Raz et al.,
2001). Au cours de la phase de croissance de lymmbiexpression de FUS3, LEC1 et LEC2 provoqaerét
de la multiplication cellulaire. Au début de la phale maturation, ABI3 inhibe la germination desesces sur
la plante mére. Les encadrés et les fleches ratgestes indiquent I'expression et les fonctioas denes.
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Figure 4 : Réseau de régulation des quatre régulaies majeurs de la maturation et impact physiologige.
TD, tolérance a la dessiccation (d’apres Meinkal.et1994; Wobus et Weber, 1999; Séderman et@0Q2To et
al., 2006).
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1.1.1 Régulation du développement de la graine

Chez les plantes, certains genes clefs de la mgeapigse et de la maturation ont pu étre
identifiés par I'analyse de mutants principalemamt’espece modeéla. thaliana On compte
guatre régulateurs majeurs du développement dasegragissant séquentiellement dans un
réseau complexe de régulation ; Leafy CotyléddeQ1) et LEC2 ABA insensitive 3 ABIJ)

, et FUSCA3(FUS3 (Keith et al., 1994, Koornneef et al., 1989; Maret al., 1992, 1994;
Raz et al., 2001) (Fig. 3).

Les genesABI3, FUS3 et LEC2 codent des facteurs de transcription spécifiquess d
plantes contenant un domaine conservé VP1/ABI3LEE 1 code un facteur de transcription
homologue a une sous-unité HAP3 liant le motif COALCBF) (Giraudat et al., 1992,
Luerssen et al., 1998; Stone et al., 2001; Lotaa.efl998). Dans des grainesdthaliang
les mutants pour ces génes montrent des défauistrppdques similaires, en plus de
phénotypes plus spécifiques qui sont additifs daasdoubles mutants, suggérant que ces
protéines appartiennent a des voies de signalisgtéralléles se recouvrant partiellement
(Santos-Mendoza et al., 2008). Les mutatiS, et dans une moindre mesueel, montrent
une sensibilité réduite a I'ABA (Parcy et al.,, 199Tes quatre mutants montrent une
dormance réduite et une réduction de I'accumuladi@protéines de stockage au cours de la
maturation des graines et (Raz et al., 2001) et rédection des protéines de stockages
spécifiques des graines (Guitierez et al., 2007y. (B). LEC1, LEC2 et FUSS jouent
également un réle pendant le développement. Leantafus3 lecl et dans une moindre
mesurelec2 ont des cotylédons qui présentent des caractérestidoliaires (trichomes,
systemes vasculaired)EC1lestnécessaire aux phases précoces et tardives dayeganese
et suffit a induire le développement embryonnaitené cellule végétative (Lotan et al.,
1998). L'utilisation de mutants sur-exprimdriEC2 a permis de montrer que ce gene confere
des caractéristiques de maturation aux tissus atifgete plantules &. thalianaen induisant
directement les génes impliqués dans les procelesnosaturation (Braybrook et al., 2006). La
plupart des genes induits paEC2 sont liés aux réserves, comme des génes codant des
globulines 2S, 12S : des oléosines (Braybrook et 2006). Plus tard, durant le
développement, les quatre geh&sC1, LEC2 FUS3 et ABI3 jouent un rble dans l'initiation
et le déroulement de la maturation (Santos-Menebzéd., 2008). Le mutaratbi3 montre une
réduction de la dégradation de la chlorophylle dasgraines séches et les mutatiis, fus3
etleclsont intolérants a la dessiccation (Baumkdiml, 1994; Keithet al, 1994; Meinkeet
al., 1994; Parcyt al., 1994;
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Parcy et al., 1997; Luerssen al, 1998; Vicientet al, 2000; Razt al, 2001; Stonest al,
2001; Krojet al, 2003). Il a été démontré qu’ABI3, FUS3, LECIEIC? interagissent dans
un réseau de contrble de divers aspects du déwupp des graines dans des régions
précises (Kagaya et al., 2005; €bal, 2006; Kroj et al., 2003). L'analyse de I'expriess
d’ABI3 et deFUS3dans divers mutants simples, doubles ou triplggrenis I'identification

de liens entre les quatre génes (To et al., 200&8)été montré que I'un des réles majeurs de
LEC2est de sur-exprimdfUS3et ABI3 dans des régions précises des cotylédons (Kadj,et
2003). D’autre parti.EC1régule positivemenABI3 et FUS3dans les cotylédons (Kayaga et
al., 2005; Toet al, 2006). Une mutation deEC2 induit une importante diminution de
I'expression dABI3 et de FUS3 pouvant étre complémentée par I'expression caniskt
d’ABI3 ou deFUS3 De plus,ABI3 et FUS3se régulent I'un I'autre positivement, permettant

une expression soutenue et uniforme dans I'embfyn 4).

Récemment, d’autres facteurs tels que PICKLE etbABE méme que la signalisation
hormonale (ABA, GA) et des sucres ont montré uneraction avec les quatre régulateurs
maitres (Santos-Mendoza et al.,, 2008). PICKLE estfacteur de remodelage de la
chromatine agissant de concert avec l'acide gilligiwe dans la répression des traits
embryonnaires tels que I'expressionldeC1, LEC2 et FUS3 dans les radicules pendant la
germination (Ogas et al., 1999; Rider et al., 20@8) mémePICKLE est nécessaire a la
répression de I'expressionABI3 et d’ABI5 en réponse a I'ABA pendant la germination
(Santos Mendoza et al., 200#BI5 est un facteur de transcription de type bZIP dont
I'absence induit une diminution de la sensibiliteABA et de I'expression de genes en fin de
maturation (Finkelstein et al., 2000). L'accumuwatides transcrits et des protéines ABI5, leur
état de phosphorylation, leur stabilité et leurivétét sont fortement régulés par I'ABA
pendant la germination et les phases précocesateitsance de la plantule (Lopez-Molina et
al., 2001 et Finkelstein et al., 2000). ABI5 ingitaphysiquement avec ABI3 par double
hybride et se lie au promoteurAdEmG une protéine LEA (Late Embryogenesis Abundant)
(Nakamura et al., 2001). Le rdle d’ABI5 est li€iaduction de la quiescence via '’'ABA aprés
la germination en cas de stress environnementayxefd-Molina et al., 2001 et Finkelstein et
al., 2000).

1.1.2 Accumulation des réserves

Les phases précoces et intermédiaires de la matursbnt sous contrble de 'ABA
initialement synthétisé par le tissu maternel pdésis une moindre mesure par 'embryon et
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E.E.M. MATURATION

Starch transient storage

Storage i
compounds =<5
synthesis
Protein
Sucrose ~
Oligosaccharides T
accumulation TSI

Stachyose + Raffinose

WEmbryo cell Division
. Cell Elongation
.................................................. {m)

Figure 5: Accumulation des réserves et principaux événemeniphysiologiques des graines 4. thaliana
(d'apres Baud et al., 2002). L'abondance de diffesecomposés de réserve est indiquée au cours de
'embryogenése, la maturation et la fin de la netion (E.E.M : early embryo morphogenesis).
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lalbumen. C’est durant cette période que sont efgaht synthétisées les principales
protéines de réserves (Vicente-Carbajosa et a5)2Qes graines accumulent des composés
de réserve principalement sous forme de carbolaaliree protéines et de lipides (souvent des
triacylglycerols) (Baud et al., 2002). Ces résersast importantes a double titre. D’'une part
elles sont nécessaires a la germination et a lasenace de la plantule et d’autre part elles sont
un élément majeur de l'alimentation humaine (Gdbiaet al., 2003). CheaA. thaliang la
teneur en lipide et la masse de la graine sontefaipendant la morphogenése alors qu’une
grande quantité d’amidon est accumulée transita@rgniFig. 5). Pendant la maturation, la
masse de la graine augmente, les lipides et pestale stockage sont accumulés en grande
quantité et représentent chacun 40% de la maske $Baud et al., 2002) (Fig. 5). En fin de
maturation la masse séche de la graine reste obasdors que la teneur en eau diminue

pendant que les quantités de saccharose, raffeiagachyose augmentent (Baud et al., 2002)
(Fig. 5).

Chez les légumineuses, la source de réserves ragjest protéique avec, selon les
especes et les genotypes, de 20 a plus de 40%nmdaske seche de la graine (Djemel et al.,
2005). Le développement des grainesviddruncatulaest relativement similaire a celui de la
plupart des légumineuses. On note cependant leermmés dans la graine mature, d’'un
albumen qui disparait au cours de la maturations danplupart des autres espéces de
légumineuses cultivées (feves, pois, haricots).sDangraine mature, 'embryon représente
entre 75 et 80% de la masse séche, alors que maibun’en représente que 10% et le
tégument 10 a 15% (Djemel et al., 2005). Une grdalel. truncatulapése en moyenne trois
a quatre grammes selon les génotypes. Au courpréesieres phases de I'embryogenése et
jusqu’au milieu de la maturation, une accumulatteemsitoire d’amidon a lieu dans le
tégument et dans I'embryon, mais les graines msitded. truncatulane contiennent que
tres peu d’amidon (moins de @ par mg de matiére seche dans I'embryon). Lesvése
sont principalement protéiques avec environ 35%admasse séche. Viennent ensuite les
acides gras (9%) et enfin les sucres solubles (B@mel et al., 2005; Rosnhoblet et al.,
2007). L’accumulation de protéines et d’acides gtaffectue de fagon constante au cours du
développement et varie peu pendant la maturaties.principales protéines trouvées dans les
graines seches dé. truncatulasont des légumines, des vicilines et des connésli De plus,
leur accumulation est séquentielle, et ces pratéapparaissent respectivement 16, 14 et 18
jours apres la pollinisation (Gallardo et al., 2D03En fin de maturation,
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comme dans de nombreuses graines, des oligosabehate la famille du raffinose sont
accumulés dans les semencesMlietruncatula et plus particulierement le stachyose, qui
devient I'oligosaccharide le plus abondant danslabryons matures (Djemel et al., 2005 ;
Rosnoblet et al., 2007).

1.1.3 Tolérance a la dessiccation

Durant la maturation, les semences orthodoxes pepilegressivement leur eau (0,05 a
0,1g H20O/g de matiére seche dans une graine matlaajifference des graines récalcitrantes
qgui ne tolerent pas une telle perte. Or I'eau estélément fondamental a I'organisation
cellulaire notamment celle des parois. Sans la ms@lace de mécanismes complexes, la
diminution de la teneur en eau est synonyme de cedittlaire du fait de la dénaturation des
protéines et de la fusion de membranes cellulafresue dans Walters et al., 2001).
Cependant, certains organismes ont développé kEcitdm survivre aprés un séchage a l'air
libre : ils sont tolérants a la dessiccation etlesqualifie d’anhydrobiotes (Bewley, 1979 ;
Leopold, 1986). Chez les végétaux, ce sont sutesubrganes sexués, les spores, graines et
pollens, qui possedent cette aptitude (revue damsirice et al., 1993; Vertucci et Farrant,
1995). Certains tissus veégeétatifs sont égalemessaptolérer la dessiccation chez les plantes

dites reviviscenteraterostigmassp ouXerophytassp (Gaff, 1971).

Les semences dd. truncatulaacquiérent la tolérance a la dessiccation apres 26
jours apres pollinisation (Boudet et al., 2006)g(R2). Elles perdent ensuite cette aptitude
pendant I'imbibition, d’abord dans les radiculesngées, puis dans les cotylédons (Buitink et
al., 2003; Boudet et al., 2006). La tolérance peyendant étre ré-induite dans des radicules
sensibles a la dessiccation au début de la posthgation par une exposition a un stress
osmotique (Buitink et al., 2003, 2006). Une analysieroarray réalisée sur ces radicules
montre qu’un grand nombre de géenes associées alaofistae du carbone sont sur-exprimés
pendant la ré-induction de la tolérance a la deasan. Les génes sur-exprimés tardivement
pendant la ré-induction de la tolérance a la deaan sont impliqués dans la fin de la
maturation (Buitink et al., 2006). L’accumulatida sucres non réducteurs, de protéines LEA
et une répression coordonnée du métabolisme sembtem les attributs essentiels et
universels conférant la tolérance a la dessiccdBaitink et al., 2002). Parmi les molécules

jouant un réle dans la tolérance a la dessiccatgmlus étudiées sont des LEA et des petites
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protéines de stress thermiques (sHSP). On ne troegedernieres que dans les tissus
végétatifs soumis a un stress. Dans les grainkes ghccumulent en fin de maturation au
cours de la déshydratation. Les protéines LEA fotmme famille hétérogéne de protéines
thermosolubles et la plupart du temps fortementdpliles (Dure et al., 1989). Les protéines
LEA sont également accumulées en réponse a ditressssabiotiques et a 'ABA (Kermode
et al., 1990 ; Skriver et al., 1990 ; Ramanjuliaket 2002). Elles joueraient un rdole dans la
tolérance a la dessiccation et aux stress hydrimegs leurs fonctions dans ces phénomeénes
est mal connue (Ingram et Bartels, 1996; Kermo88y/) Le role de ces protéines dans les
mécanismes de protection et de tolérance a lacdasisin est mal connu. On leur attribue des
réles de chaperonnes, protégeant et limitant Igagfién des protéines pendant le séchage, ou
de piéges a ions (Dure et al., 1989; Dure, 1998s&;11996). Elles interviendraient également
dans le maintient des liaisons hydrogenes avem&somolécules et les membranes (Close
et al., 1997 ; Hara et al., 2003). Elles pourraégalement jouer un réle dans la formation de
I'état vitreux des graines séches. Malgré ces t@suylles LEA ne sont pas suffisantes a la
tolérance a la dessiccation puisqu’elles sont éuahé retrouvées dans des graines
récalcitrantes soumises a un stress hydrique (Keenmed al., 1997). Les sHSP sont des
protéines inductibles par un stress thermique,igpées des plantes (Abernethy et al., 1989).
Elles sont corrélées a 'augmentation de la tere@urABA dans les graines au cours du
développement (Wehmeyer et al.,, 2000). Leur exjmessoincide également avec
I'acquisition de la tolérance a la dessiccatiom{@guera et Jordano, 1992). Les sHSP sont de
petites protéines de 15 a 42 kDa qui s’assemblentigoméres d’'une dizaine a une trentaine
de sous-unités selon les protéines (Vierling, 199&s sHSP ont une activité de chaperonnes
in vitro etin vivo. Il a été montré que 'HSP17.4Al thalianaa un réle similaire a la fin du
développement des graines, prévenant l'agrégatigversible de protéines pendant la

dessiccation, ou assistant le repliement des pegaiénaturées pendant I'imbibition.

Les systemes de protection contre le stress oxXydataux radicaux libres sont une
importante composante des mécanismes de toléraacdegsiccation (revue dans Buitink et
al., 2002). Les especes réactives de I'oxygene RO produites par le métabolisme. Les
mécanismes de protection contre les radicaux lilr@sent la superoxyde dismutase (SOD
qui catalyse la dismutation du superoxydeefl HO, et Q) et les enzymes impliquées dans
la détoxication du peroxyde d’hydrogéne (catalag@gathion réductases et peroxydases).
Plusieurs études ont montré un lien entre la toFaaux stress oxydatifs induite par un

déficit en eau et I'augmentation de la concentratem antioxydants chez les végétaux
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photosynthétiques (Winston et al., 1990 ; Pricélendry 1991). Chez la plante reviviscente
Craterostigma plantagineunun inhibiteur de la lipoxygénase (impliqué daagptoduction
d’hydroperoxyde lipidique), s’accumule dans lesilfesi en cours de séchage (Bianchi et al.,
1992). De méme, che&z. wilmsiiet C. viscosal'activité de I'ascorbate peroxydase augmente
pendant la déshydratation, alors que pendant kdratation I'activité de la SOD et de la
glutathion réductase augmenteint vitro (Sherwin et Farrant et al.,1996). Malgré les
différences d’activités observéas vitro, il est incertain que ces systemes enzymatiques de
protection soient actifs a des teneurs en eau texjuorsque le métabolisme est quasiment
nul, dans les graines seches par exemple (revie\atucci et Farrant, 1995 ; Buitink et al.,
2002). Dans des conditions de faibles teneurs anles antioxydants peuvent jouer un réle
dans le contrdle du stress oxydant. La tolérante @dessiccation du soja a été associée a
'accumulation de composés antioxydants lipidigselsibles (Senaratna et McKersie, 1986),
bien que ce résultat ne soit pas retrouvé dansls em cours de germination (Leprince et al.,
1990). Les teneurs en ascorbate et en déhydroaseosbnt plus élevées dans les graines
orthodoxes que dans les graines récalcitrantes iflaginet al., 1999). D’autres composés
antioxydants ont potentiellement un réle dans lérémce a la dessiccation, comme les

guinones, les polyols, les sucres et les métabaeondaires (flavonoides).

1.1.4 Longévité

La longévité des semences est une des caracteestigndamentales des semences
pour leur réle dans la propagation d’'une espeda etréservation de la biodiversité. Dans
certaines conditions extrémes, des cas spectazsildie longévité ont été observés par
datation au carbone 14, jusqu’a 1700 ans pourrkises dePhoenix datylifergSallon et al.,
2008). La longévité est déterminée par des facteximrnes et internes aux semences. Les
facteurs externes sont la température, 'humiditgtive de I'environnement et l'oxygene. La
cinétiqgue de la détérioration dépend, entre auleela viscosité ou mobilité moléculaire du
cytoplasme qui se transforme en état vitreux, fopauéle cytoplasme dans les graines seches
guand la température et/ou la teneur en eau dimin{Buitink et al., 2000a). Les études
génetiques ont montré que la longévité est un tEm@enultigénique (Bentsink et al 2000,
Clerkx et al 2004a). Une analyse QTL sur le rizeanps de mettre en évidence trois loci
majeurs de contrdle de la longévité dont un, posité sur le chromosome neuf, est en mesure

d'expliguer 60 % de la variation observée (Miura at, 2002). Des études
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moléculaires indiquent que la détérioration desngisaest provoquée par les radicaux libres,
et que les mécanismes associés a la longévitédiéerd la protection et a la réparation des
dommages causés par ces molécules destructridestisEfment, des mutantsAdabidopsis

déficients dans la production de tocophérol (vitaanit) ont une longévité réduite en raison

d’'une plus importante peroxydation des lipides pemda germination (Sattler et al., 2004).

L'étude de mutants &. thalianaayant des défauts tégumentaires de pigmentatiale ou
structure, montre une réduction de la germinatipné® un stockage prolongé ou un
vieillissement accéléré (Clerkx et al., 2004b). nllaces mutants, ceux a téguments
transparents montrent des défauts d’accumulatisrfladeonoides (Lepiniec et al., 2006). Les
flavonoides pourraient jouer un role dans la captles ROS limitant le stress oxydatif mais
également de barriere chimique contre les infestidongiques de part leur activité
antimicrobienne (Hernandez et al., 2009). Des pregeliees aux défenses sont présentes
dans le tégument telles que des polyphénols oxgdakes peroxydases et des chitinases
(Pourcel et al., 2005 et 2007; Moise et al., 20@5).plus du tégument, I'accumulation de
COmMposEs aux propriétés antioxydantes dans I'embepdin de maturation peut contribuer a
leur potentiel de stockage. Il a été suggéré quatie saccharoseersusoligosaccharides de
la famille des raffinoses est corrélé a la longéygrenac et al., 1997). Les oligosaccharides
de la famille du raffinose (RFOs) comprennent [@nase le stachyose et le verbascose. Ces
sucres sont formés par I'ajout successif de moéscde galactinol a partir du saccharose.
Mais la fonction des oligosaccharides dans la leigén’a jamais été démontrée et de
récentes études génétiques, physiologiques etysaples indiquent qu’il n’existe pas de lien
direct entre I'effet protecteur des raffinosesaesdirvie des graines a I'état sec (Bentsink et al.,
2000 ; Black et al., 1999, Buitink et al., 2000b).

L’accumulation de dommages macromoléculaires notamimte I’ADN et des protéines
est considérée comme un meécanisme clef du vieithssnt (Bertram et al., 2008).
L'endommagement de ’ADN au cours du stockage degnces est connu depuis longtemps
(Osborne et al., 1980) et des processus de rémaudgi’ADN durant les premiéres phases de

limbibition on été observés, bien que les mécarsBDUS jacents restent peu étudiés.
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1.1.5 Dormance

La dormance est un état physiologique qui peutd@iservé dans la plupart des stades
de développement de la vie d'une plante et étreemiplace dans les graines, les bulbes, les
tubercules, les bourgeons, ou la plante entiereddranance s’installe dans les graines au
cours de la maturation et décroit légerement énlaé celle-ci cheM. truncatula(Gallardo
et al, 2003). Une graine dormante n'a pas la ctpdei germer durant une période donnée
sous n'importe quelle combinaison de facteurs enmgmentaux physiques suboptimaux
(température, jour/nuit, etc.) qui sont autrememofables a sa germinatiore. lorsque la
graine est devenue non dormante (revue dans Baskdaskin, 2004). La dormance a été
acquise au cours de I'évolution de certains végétaermettant leur survie dans des
environnements contraignants. Les dormances sasgés selon la morphologie de la graine
d’'une part et le moment ou elle est acquise d’apémt Lorsque la dormance est acquise
avant la dissémination de la semence, on parleodmahce primaire. Lorsque la dormance
est acquise pendant l'imbibition au contact de @@tk peu ou pas propices a la
germination, on parle de dormance secondaire (BaskiBaskin, 2004). La dormance
primaire peut étre endogene ou exogene selon guiglve sa cause respectivement dans

'embryon lui-méme ou dans les tissus qui I'entoti@en général albumen et tégument).

La dormance exogéne est la conséquence d'undaréssphysique, chimique ou
meécanique des enveloppes entourant 'embryon. baaace physique résulte en général de
limpermeéabilité du tégument a I'eau et/ou a 'ogpg. Dans ce cas, le tégument nécessite
une modification chimique ou mécanique (scarifma}iafin de permettre I'entrée de I'eau ou
de I'oxygéne dans I'embryon. La dormance exogenmighe fait intervenir des composés
chimiques dérivant des graines, tels que les coégsophénoliques ou I’ABA (Cohn et al.,
1996). Ces composés chimiques n’ont pas uniquermaentdle dans l'inhibition de la
germination mais également dans les stratégiesudgesdes semences. Il est envisageable
gue ces substances soient d'abord présentes pdar s infections pathogenes ou les

prédations

La dormance endogene est elle-méme subdivisée Br gmupes: la dormance

morphologique résulte du fait que 'embryon n’a [gssorganes nécessaires a sa germination
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Figure 6: Représentation triphasique de la germination(d’aprés Bewley, 1997). Les trois phases de la
germination sont représentées en haut du grapHEgiprocessus successifs sont représentés et \@teneur
en eau est représentée en rouge.
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et la dormance physiologique qui résulte d’'un bijgcaéversible de la germination d’un
embryon pourtant totalement développé. Le caraatversible de la dormance endogéne
permet I'alternance de cycles de dormance desagalans le sol suivant les changements de
températures saisonniers (Hilhorst et al., 1998)darmance secondaire découle directement
de cette réversibilité et correspond au type dendoce observé apres que les graines aient
perdu leur dormance primaire une premiere fois (Kethal., 1980). La dormance secondaire
peut étre le résultat d’une inhibition prolongéelaegermination. Cette inhibition peut étre
due a des facteurs actifs, comme la néosynthes8Ad’&ndogéne ou de métabolites
secondaires, ou a des facteurs passifs tels gisehae de conditions propices a la
germination. Peu d’analyses sont disponibles coacgria dormance dd. truncatulaet les
observations antérieures laissent penser qu’ellé &ee sous contréle de plusieurs types de

dormance. On parle alors de dormance combinateaed et al., 2005, Gallardo et al., 2006).

L'un des facteurs rendant la germinatisensus strictqpossible est la levée de la

dormance. Les facteurs influencant ce phénoménd'édnjet de la section suivante.

1.2 Levée de la dormance vers la germination

La germination inclut les événements ayant liewdepabsorption d’eau par la graine
séche quiescente et jusqu’a la pénétration dediaula au travers des enveloppes entourant
'embryon (Bewley et al., 1997). Les évenementyamutis, qui incluent la mobilisation des
réserves majeures de la graine, sont associés @oissance de la plantule ou post-

germination.

L’'absorption d’eau par les graines s’effectue @istétapes. La premiére, d’absorption
rapide d’eau (Phase |), est suivie par une étapaglaleau (Phase Il) (Fig 6). Une troisieme
étape, d'augmentation de la teneur en eau (Phdsesurvient uniqguement lorsque la
germination est complétée par I'élongation de I'argbryonnaire. Une graine dormante dont

la germination n’est pas compléte reste donc ble@méphase II.

La premiere phase est accompagnée de perturbatomgoraires structurelles des
membranes et de la diffusion de molécules de pgeti#tiles depuis la graines vers le milieu
extérieur (sucres, ions...) (revue dans Vertuccikaant, 1995). Au cours de cette phase, la

graine  seche quiescente retrouve rapidement  sonivit@ct métabolique.
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Figure 7 : Schéma de représentation des forces opg#es contrélant la germination(d’apres Nonogaki et
al., 2007) Pour compléter la germination, 'embryon doit rampe tégument et I'albumen. Le tableau illustre
comment différentes conditions environnementalésetonales peuvent influencer le potentiel dessianice
de I'embryon et la résistance des enveloppes.
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Les structures et les enzymes nécessaires adtioiti de la reprise du métabolisme seraient
présentes dans la graine séche et capables dersuavla dessiccation survenant en fin de

maturation.

Dans les premiéres minutes suivant le début ddibition a lieu la reprise de I'activité
respiratoire (Benamar et al., 2005). Les voiesadglycolyse et des pentoses phosphates sont
initialisées pendant une deuxieme phase et lesnemylu cycle de Krebbs y sont actives
(Nicolas et Aldasoro et al., 1979 ; Salon et a@88). Tous les composés nécessaires a la
reprise de la synthése de protéines au cours rdeibition sont présents dans les embryons
secs (Bewley et al., 1997). La teneur en ribosohtess diminue rapidement pendant la
premiere phase de l'imbibition par rapport aux sonités recrutées dans des complexes
polysomaux de synthése protéique (Bewley et aB7L9Ces ribosomes préexistant ainsi que
des ARNm préformés sont présents dans les embgauss sont utilisés par la graine pour
une néo-synthése précoce de protéines. Une nowsygltbese d’ARNmM reprend rapidement
pendant I'imbibition mais l'inhibition de la syntb& de ces ARNm n’empéche cependant pas
'achévement de la germination (Nakabayashi et28lQ5 ; Rajjou et al., 2004) impliquant
gue les ARNm néo-synthétisés ne sont pas indisplssa la germination (Fig. 6). Une
phase de synthese d’ADN a lieu rapidement apredebaut de I'imbibition et correspond
probablement a une réparation de I'ADN endommagédaet la déshydratation et
'imbibition. Une seconde phase de synthése d’ARbkociée a la division cellulaire post-
germinative, a lieu a la fin de la phase Il d’imbdn. La troisieme phase précede
immédiatement une reprise de I'absorption d’eawutbsant a la percée de la radicule au

travers des couches sus-jacentes (Schopfer etyRE@84; Manz et al., 2005) (Fig. 6).

Les facteurs et voies de régulation impliqués damsaintien et la levée de la dormance
sont illustrés dans la Figure 8. Un facteur déteami dans la germination est a la balance
entre la pression de turgescence au niveau de ifdepde la radicule et la résistance
mécanique opposée par lI'albumen et/ou le tégunidgt 7) (Groot et Karssen, 1987, pour
revue Nonogaki et al., 2007). La pression de tugese de I'embryon sur les téguments
dépend de I'entrée d’eau dans celui-ci. La dispbtéken eau du milieu extérieur est donc un
facteur limitant la pression de turgescence dadicule. Le potentiel hydrique du milieW)

est donc un des facteurs contrlant la dormanck ejermination pendant I'imbibition
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Figure 8: Régulation du potentiel de germination dns les graines matures @&. thaliana imbibées.
(D'aprées Holdsworth et al., 2008). Les facteursuaficant la germination sont représentés en bleymtentiel
de germination est représenté en vert, les hormaBéset GA sont représentés en rouge. Les flechysfient
une induction et les barres une répression. (ABASiffansduction du signal ABA ; CWRE : enzyme de
remodelage de la paroi ; GASITr : transductionigna GA ; ROS : espéces réactives de I'oxygéne).
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(Ni et al., 1992, revue dans Holdsworth et al., 00Comme [I'application d’acide
abscissique, 'augmentation diinhibe la germination des graines de nombreusescesp
(Schopfer et Plachy et al., 198Bréssica napud..) ; Welbaum et al., 1990C{Ucumis melo
L.)). On considére généralement trois mécanismes/gpa expliquer cette extension. La
premiére serait liée a la diminution du potentinotique dans la radiculé) du fait d’'une
augmentation des solutés par une hydrolyse desvess@olymériques présentes dans la
radicule elle-méme. La diminution du.induirait une augmentation de la teneur en eau donc
de la turgescence résultant en la croissance dadlaule. Cependant, les études réalisées
n’'indiquent pas de relation directe entre la diniou du Qet la germination (Welbaum et
Bradford, 1990). Dans cette manipulation, la ddfée entre le potentiel osmotique de la
radicule et le potentiel du milieu est mesuréeocehmgarée a la germination de grainesGde
mela Aucune différence n’est détectée entre les gsagermant et celles ne germant pas,
indiquant que la germination n’est pas directencentrolée par la pression de la radiclle
seconde possibilité est de considérer que I'exbdit€ides cellules de la radicule permet son

élongation (Fig. 8).

Les mécanismes permettant I'élongation des cellules la radicule, et plus
généralement des parois primaires, sont inconnusefHal., 2006). L’affaiblissement des
parois cellulaires peut résulter du clivage ené® Xyloglucanes et les fibres de celluloses
permettant 'expansion de ces dernieres (BagatletiGhanda, 1998). Chez les angiospermes
les xyloglucanes endotransglucosylase (XET) / hHgdm (XTH) sont impliquées dans la
réorganisation de la paroi pendant la croissantée @éveloppement (Van Sandt et al., 2006)
(Fig. 8). L'activité de la xyloglucane endotransgigylase augmente dans la région apicale
des racines de plantules Aemayspendant leur élongation (Wu et al., 1994). Lesaasjnes
font également office de candidats dans l'affag@iment des parois cellulaires de par leur
capacité a rompre les liaisons hydrogenes entrpdlgsnéres de la paroi. Les expansines ont
montré un réle important dans I'’élongation de I'ogptyle (McQueen-Mason and Cosgrove,
1995). La troisieme possibilité implique les tissdienveloppe couvrant la coiffe de la
radicule qui, en se rompant, permettant son I'étag. ChezaN. plumbiginifolig L. sativaou
L. esculentumnc’est I'albumen qui impose une contrainte suffteaa I'inhibition de la

croissance de la radicule. Dans de nombreuses esspéme diminution de la résistance de
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'albumen est observée avant 'émergence de lazusaliC’est le cas pour le piment (Watkins
et Cantliffe, 1983), le melon (Welbaum et al., 1995u le tabac (Leubner-Metzger at al.,
2005). Des hydrolases pariétales telles que Hesmnnanases et dgsglucosidases sont
impliquées dans la diminution de la résistancéaleumen sous contrdle du GA et de 'ABA
(Muller et al., 2006). Les genes surexprimés dassgraines non dormantes vis-a-vis des
graines dormantes dke thalianasont associés a des processus de modificatioa pleroi. I
codent des expansines, degalactosidases, des endo-xyloglucanes ou demestErases
(Cadman et al., 2006). L'expression de genes codast endg3-mannanases, des-
galactosidases et dBsmannosidases est également associée a la gewninai I'’hydrolyse

de mannanes et d’hemicelluloses présents dansiedb (revue dans Nonogaki et al., 2007).
Deux génes codant des erf@lenannanases ont été isolés a partir de grainesmdate en
cours de germinatiorl,eMAN1 et LeMAN2 (Bewley et al., 1997 ; Nonogaki et al., 2000).
L'expression deLeMAN2 est spécifique de I'albumen micropylaire et intemt avant la
germination des graines de tomate alors Qe®AN1 est plutbét exprimé dans l'albumen
latéral aprés la germination (Nonogaki et al., 3000hez A. thaliang des mutants a
téguments transparents (tt), mutés sur des géenemnétiabolisme secondaire, montrent un
tégument moins épais et sont également moins dasngae les graines des lignées de type

sauvage dont ils dérivent (Debeaujon et al., 2000).

1.2.1 Facteurs influencant la levée de la dormance

Post maturation a sec

Les graines de nombreuses especes nécessitentriodepde stockage afin de lever
leur dormance. La post maturation a sec (PMS),cqusiste en la préservation de graines
matures a température et humidité relative amlsam@sulte dans la levée de la dormance
(Bewley et al., 1997 ; Leubner-Metzger et al., 20®icera et al., 2005 ; Finch-Savage et
Leubner, 2006 ; Fariat al, 2005). La vitesse de la PMS dépend de nombrecteues
environnementaux tels que la température et 'huéictlative. Elle peut étre interprétée a

I'échelle écologigue comme correspondant au pasdage été sec, du type de celui des
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climats méditerranéens, peu propice a la germinati@ PMS conduit a une plus large
gamme de températures de germination, une dimmut@la sensibilité et de la teneur en
ABA, une augmentation de la sensibilité aux £>lne altération des besoins en nitrate, une
moins grande sensibilité aux conditions sub-op&®ae germination et une augmentation de
la vigueur germinative (revue dans Hilhorst, 20Q&s processus impliqués dans la PMS sont
encore mal connus mais certains parametres ontidét#ifiés comme agissant sur ce
phénomene comme la teneur en eau et en lipideuleture des enveloppes et la température
(Manz et al., 2005). La PMS est retardée dansrkasep trés seches et requiert une teneur en
eau seuil. Elle est également empéchée lors d'angecvation a un trop fort taux d’humidité.
Les taux d’humidités optimum de post maturationtsdépendants de I'espéce et on été
caractérisés chez certaines d’entre elles (ProBef); Hay et al., 2003; Steadman et al.,
2003; Leubner-Metzger, 2005). L'’hypothese d’un leausal entre la production d’especes
réactives de I'oxygene (ROS) au cours de la PM3aatdiminution de dormance a éte
proposée (Oracz et al., 2007) (Fig. 8). L'analysegel a deux dimensions de I'abondance
des protéines et du statut oxydatif indique queRIES causent la carbonylation d’'un groupe
spécifique de protéines (Oracz et al., 2007). Ldation spécifique de protéines impliquées
dans la levée de la dormance peut modifier leurctfonnement, agissant ainsi sur la
dormance. La PMS réduit le potentiel hydrique deebdes graines de. melo(Welbaum et
al., 1991). Cette induction favorise donc la geation du fait de la moins grande pression

de turgescence que la radicule doit imposer auntégupour le percer.

La régulation de la PMS a été dévoilée partiellenpam une approche complémentaire
destinée a définir les genes régulés par la postirateon proprement dite (Carrera et al.,
2008). Les changements d’expressions de génedénnhalysés dans des graines de mutants
abil et abal, non dormantes, et ont été comparés a ceux olssdarés des graines de type
sauvage avant et apres PMS (Fig. 8). Les résudenus indiquent que la PMS agit sur des
voies distinctes de celles de la dormance. La PM&éampliquée dans la diminution de
'expression deABAL (associé a la synthése d’ABA) et a 'augmentatienLPP2 (Lipid
Phosphate Phosphatase 2), une phosphatase assdaiééninution de sensibilité a 'ABA
(Katagiri et al., 2005). L'application d’ABA exogersur des graines aprés PMS bloque la
germination mais ne ré-induit pas I'expression daame observée dans les graines fraiches
dormantes. De plus les mutastsil et abalqui montrent des changements d’expression du
génome caractéristiques de la PMS indépendamemthdootype de dormance. Ces deux

observations aménent a penser que I'ABA n’est masébulateur majeur de la PMS.
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Température

La température est, avec le potentiel osmotiquenifieu, I'un des facteurs majeurs de
contrble de la germination chégz thaliana(Fig. 7, 8). Sur le plan écologique, I'effet de la
température sur la germination serait modulé pateteur en eau du sol. Au champ, la
germination se produit lorsque les conditions depteratures sont favorables. Plus les graines
sont dormantes, plus ces conditions sont resteeiffeyue dans Finch-Savage et Leubner,
2006). En plus de cet impact de la températurdasgermination, il est connu depuis des
siecles que pour de nombreuses especes, la satiifi, qui consiste en I'imbibition des
semences a basse température, a pour conséquelesedia dormance (revue dans Baskin
et Baskin, 1985). A la différence de la PMS, latfication nécessite que les graines soient
partiellement imbibées en présence doxygéne (redares Bewley et Black, 1994). La
température optimum nécessaire a la levée de haadme par stratification est généralement
comprise entre un et cing degrés Celsius (Robe&snith, 1977). L'effet de cette exposition
a de faibles températures sur les teneurs en ABA B graines imbibées a été analysé (Le
Page-Degivry et al., 1997 ; Ali-Rachedi et al., 200l ressort de ces études que la teneur en
ABA reste la méme dans les semences durant I'imiba basse température et que ce n’est
gu’apres transfert des semences a des tempéraptigmles de germination que I'on observe

une diminution de la teneur en ABA.

Lumiere

L’exposition a la lumiére de graines de nombreusgseces stimule la germination, par
I'intermédiaire de photorécepteurs, généralemer demille des phytochromes. On parle de
germination photoblastique positive (revue danserillet al., 2007). Les phytochromes
montrent deux formes photoconvertibles en fonctienla qualité de la lumiéere. Pfr est la
forme active qui absorbe la lumiére a 730nm (rologgain (FR)) alors que P est la forme
inactive qui absorbe la lumiére a 660nm (rouge.(R¥poser les graines a une lumiére avec
un fort ratio R/FR induit une augmentation du ra@fsy/P, ce qui a pour conséquence de
stimuler la germination. L'étude de mutants simplekubles ou triples pour les
phytochromes de A a E a permis de démontrer quie tes1phytochromes B, D et E sont

requis a la régulation photoréversible de la dowegrar la lumiére (Casal et Sanches, 1998 ;
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Hennig et al., 2002). Chez certaines espéces tglieBromus sterilisou Avena fatuala
lumiére montre un impact négatif sur la germinatiom est alors qualifiée de photoblastique
négative (Hilton et al., 1984 ; Hou et al,. 1992).

Nitrate

Le nitrate est un signal environnemental jouantale dans le contrdle de la dormance
des semences (Fig. 8). L'étude détaillée de lamspgerminative en fonction de la dose de
nitrate de graines de. officinalea permis d’émettre I'hypothese de la médiation iseadénte
du signal nitrate par des récepteurs a faiblefetta affinité au nitrate (Hilhorst et al., 1990).
La double réponse observée, en fonction de la dé@adé nitrate du milieu, permet de
supposer I'existence d’'un systeme a haute affuldtiés des conditions de faibles teneurs en
nitrate bloquant la germination, et d’'un systéntmsse affinité dans des conditions de fortes
teneur en nitrate stimulant la germination (Hilhatal., 1990). Récemment, le mutahtl-

5 d’A. thaliang dont un transporteur de nitrate a haute et bafggté est muté NTR1-1,
germe dans des conditions de fortes teneurs atenitrais pas dans des conditions de faibles
teneurs en nitrate (Alboresi et al., 2005). Ce phge semble indiquer que ce récepteur est
impliqgué dans la double réponse au nitrate pendantgermination. Une analyse
transcriptomique a permis de suivre I'expressioméiees en lien avec I'état de dormance et
les facteurs environnementaux l'influencant telse tutempérature, le nitrate et la lumiere au
cours de l'imbibition, che?. thaliana(Finch-Savage et al., 2007). Cette analyse majutee
'expression des transcrits liés a ’ABA décroit e@me temps que la levée de la dormance
pendant que I'expression des génes associés aadation et a la réduction des nitrates

augmente.
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1.2.2 Réle des hormones dans la dormance et laigation

Acide abscissique

L’acide abscissique (ABA) joue un rdle prépondédants le contrble de la maturation,
régulant positivement la mise en place de la doomat de I'accumulation des réserves ainsi
gue l'acquisition de la tolérance a la dessiccatrenue dans Braybrook et al., 2008). Mais
’ABA joue également un role pendant la germinatitams le maintient de la dormance (Fig.
8). Une néo-synthése d’ABA en corrélation avec tanthnce a été démontrée chiz
thaliana (Ali-Rachedi et al., 2004) et chét. plumbaginifolia(Grappin et al., 2000). Cette
néo-synthése n’est pas retrouvée chez les graiymst #té soumises a une PMS avant
limbibition, ce qui a été interprété comme un nmésme de maintien de la dormance
(Grappin et al., 2000). On note une distinctioretiABA endogéne de I'embryon et 'ABA
maternel ou appliqué sur I'embryon au cours du kd@pement. Le profil protéique d’'une
graine dormante differe de celui d’'une graine irdkitapres PMS (Chibany et al., 2006).
Pourtant, comme a I'échelle transcriptomique, llaggpion d’ABA sur des graines apres PMS
ne permet pas de retrouver un protéome équivalertelai d’'une graine dormante.
L’application d’ABA inhibe donc la germination pane voie indépendante de celle de la
dormance. En effet, d'autres études ont montrél'@BA exogene n’induit pas la dormance
des embryons mais peut avoir d’autres fonctionsaree l'inhibition de la croissance de

'embryon (Frey et al., 2004 ; Homrichhausen et2003).

Une analyse transcriptomique récente comparant giages dormantes et non
dormantes dA. thalianaapporte une preuve supplémentaire d’'un lien eatrgiosynthese
d’ABA et I'état de dormance (Cadman et al., 2006)s mutations des genes codant des
enzymes impliquées dans la synthese d’ABA méneamteadiminution de la dormance alors
gue la sur-expression de genes impliqués danstaése de 'ABA endogendBAL ABA2
ABA3des zeaxantines epoxydasd§ED, une 9-cis-epoxycarotenoide dioxygenase) mene a
une augmentation de la quantité d’ABA et de la doroe ou du délai de germination (revue

dans Kucera et al., 2005) (Fig. 8). Au contraies, inutants déficients en ABA montrent une
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dormance nulle ou réduite (Marin et al., 1996).cagabolisme de 'ABA est associé dans de
nombreuses especes a la levée de la dormance ACkealiang la mutation du géne codant
une ABA 8’ hydroxylase résulte ainsi en une tenenirABA a augmenté dans les graines

seches dont la dormance est également accrue (Kwethal., 2004).

La sensibilité a 'ABA est également un elémenteuajde la levée de la dormance. Les
graines non dormantes sont moins sensibles a I'BA les graines dormantes (Schmitz et
al., 2000). De nombreux géenes ont été mis en égaenur leur réle dans la perception de
I’ABA gréace a l'utilisation de mutants et de surpeasseurs. C’est le cas des génes codant des
phosphatases 2@BI1) dont le mutanabil montre une réduction de la sensibilité a 'ABA et
une dormance réduite (Leung et al., 1994 ; Beaudbad., 2000) (Fig. 8). D’autres mutants
montrent une dormance et une sensibilité a ’ABéspharquées: c’'est le cas du mutenat,

dont le géneERA1,code une sous-unifed’'une farnesyl-transférase (Cutler et al., 1996).

En plus de son r6le dans le maintien de la dormdi&BA joue également un role
dans la signalisation du stress et des sucrest®&mutations sur des genes impliqués dans
la sensibilit¢ a 'ABA n'ont pas d'effet sur la doance, c’est le cas ABI4 et ABI5 qui
codent deux facteurs de transcription dont les mstabi4 et abi5 montrent une dormance
normale (Finkelstein et al., 1994). En effet, letamiabi4 est également insensible au glucose
et joue un réle dans la signalisation de la dédmadades lipides pendant la germination
(Penfield et al., 2006, voir section 1.2)).

La transition depuis la dormance vers la germimapeut étre régulée a I'échelle du
protéasome (Bove et al., 2005). Un mutamt.dhaliang dont I'expression d&PN1Q une
protéine du protéasome 26S est altérée, montre inhéition hypersensible de
I'établissement de la plantule en présence d’ABAndfe et al., 2003). Une protéine
interagissant avec ABI3 révélée par une analyséldonybride dans un systeme levure,
AIP2, encode une ubiquitine ligase E3 qui ciblegastéines destinées a étre dégradées par le
protéasome 26S (Kurup et al., 2000 ; Zang et @052 AIP2 peut polyubiquitiner ABIgh
vitro, menant a une diminution de la teneur en prot&B& lorsqu’elle est sur-exprimée
dans des plantes transgéniques (Zhang et al., Z6@%)8). Inversement, les mutarag?2
sont hyper-sensibles a '’'ABA et montrent un phépetyproche de celui des lignées sur-
exprimant ABI3 (Zhang et al., 2005). AIP2 est damtrégulateur négatif de la réponse a

'ABA via sa modulation de la teneur en ABI3. De mm& une protéine liant ABI5 (AFP),
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régule la dégradation d’ABI5 (Zhang et al., 2005Y( 8). La protéolyse a également été mise
en évidence pour son role dans le contrdle deraigation via deux protéines de cette voie
de dégradation : PRT6 (Proteolysis 6) et ATE (afigiRNA :protéine arginyltransférase),
connues pour réguler la sensibilité¢ a 'ABA, auxras et a la post maturation a sec des
grainesd’A. thaliana Elles interviendraient dans le turnover des pne®en lien avec ABI3

et ABI5 (Holman et al., 2009).

Acide gibbérellique

L’acide gibbérellique est impliqué dans la promotide nombreux phénomenes de
croissance et de développement tels que la geronndiallongement cellulaire et le temps
de floraison (Schwechheimer et al., 2009). La $glitéi des semences au GA augmente avec
la levée de la dormance (Hilhorst et al., 1986). @& est associé a la promotion de la
germination et comme pour 'ABA, c’est I'analyse oitants qui a permis d’identifier des
éléments clefs de cette voie de signalisation.id&agibbérellique est absolument requis a la
germination comme le montre I'étude des mutantpnoeluisant pas de GAyibl chezL.
esculentunet gal chezA. thalianaqui nécessitent tous deux I'application de GA ety

pour compléter leur germination (Koorneef et Van\deen, 1980 ; Groot et Karssen 1987).

Le GA est connu pour stimuler la germination desngs en induisant notamment des
enzymes hydrolytiques conduisant a I'affaiblissemdas enveloppes de la graine, en
induisant la mobilisation des réserves et en samulexpansion de I'embryon (Bewley et
Black, 1994). Chea.. esculentumle GA stimule I'expression d@-endo-mannases qui
libérent les réserves pariétales dans 'albumela deiffe (Still et Bradford, 1997 ; Nonogaki
et al., 2000). Durant la germinationAd’thaliang des genes associés a la dégradation des
parois cellulaires et a I'induction de la divisiogllulaire sont induits par le GA (Ogawa et al.,
2003). ChezH. vulgare et T. astivum le GA induit I'expression de genes codant des
amylases et des enzymes nécessaires a la mobilisdi I'amidon de I'alboumen (Sun et
Gubler, 2004).

La compréhension du role du GA dans la germinagi@ié permise par la découverte
des composantes clefs de sa signalisation, quuentlles récepteurs GID GA, et leur
interaction avec les protéines a domaines DELLAubiquitine ligase E3 SC¥ (McGinnis
et al., 2003) (Fig. 8). On compte cing genes codastprotéines a domaine conservé DELLA

nommeéesGAIl, RGA, RGL1, RGL2t RGL3 Ces protéines sont localisées dans le noyau et
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répriment la réponse au GA pendant le développelgnt et Gubler, 2004RGL2 semble
jouer un réle majeur dans la régulation de la geatidn. Les mutantgyl2 sont insensibles au
paclobutrazol, un inhibiteur de la synthese de GAreduisent des graines non dormantes
(Lee et al., 2002 ). L'influence des protéines eaant un domaine DELLA en lien avec le
GA a été analysée en comparant le transcriptomgralaes mutantegal-3 et de mutantes
gal-3/gai-t6/rga-t2.rgll-1/rgl2-Ine nécessitant pas de GA pour germer (Cao e2G0S).
Cette étude indique que seule la moitié des gedgglés par le GA le sont en lien avec
DELLA.

La voie de biosynthese des GA est également imidiqgdans le contréle de la
germination par l'intermédiaire des isoformes 2 ée la GA 3-oxydase dont le réle a été mis
en évidence par I'étude de mutants (Yamauchi e2@D4 ; Mitchum et al., 2006) (Fig. 8).
L’expression du géen&A3oxlaugmente lorsque la germination est complete esepce de

lumiere (Finch-Savage et al., 2007).

D’autres hormones comme I'éthyléne, I'auxine, lgwkinines ou les brassinostéroides
ont été étudiées pour leurs roles dans la gerromaBar exemple, I'éthylene est connu pour
promouvoir la germination de graines de pois (Re&li et al., 2000). L’éthylene serait
responsable de I'activation de I'expression d’AAG/dase pour synthétiser le 1-aminocyclo-
propane-1-carboxilic acid (ACC), le précurseur lfddne. Les graines de mutagitrl-2
famille de récepteurs d’éthylene, ne sont plusibassa I'éthylene et ne sont plus dormantes
(Chiwocha et al., 2005). Ces mutants sont egalemgpliqués dans les voies métaboliques
d’autres hormones, comme I'ABA, le GA, la cytokieiet I'auxine.L’éthylene interagit avec
la signalisation de I'ABA via CTR1, une kinase ldaakinase régulatrice négative du signal
éthylene, comme le montre la diminution de sentébd I'ABA d’un mutantctrl (Ouaked et
al., 2003). L'éthylene joue un réle antagonisteeduicde I'ABA, pendant la maturation
comme pendant la germination, agissant de coneext ke GA, dans la promotion de la
germination chez de nombreuses especes. Dansedasgpéeces, I'éthyléne joue un rdle dans
la levée de la dormance (Matilla et al., 2000). tgwkinines peuvent lever la dormance de
guelques especes comni& sativa (Cohn et Butera, 1982). L'effet de l'auxine sur la
germination et la dormance n’est pas évident. Chethalianail n’y a pas de lien entre
'auxine et la germination ou la dormance. Par egnthez le blé, I'auxine et son précurseur,

le tryptophane, inhibent la germination des graidesmantes, alors que la PMS diminue
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graduellement cet effet d’inhibition et que lesiges non dormantes ne réagissent plus
(Ramaih et al 2003). Les brassinostéroides, querjoplutot un réle dans la promotion de la
germination, semblent étre importants pour le béroulement de celle-ci (Stebert, 2001) et

stimulent la ‘rupture’ de I'albumen (Leubner, 2001)

2. Perception et signalisation des sucres

En plus de leur réle de nutriment, les sucresgetsle glucose, exercent également un réle de
molécule signal chez de nombreux eucaryotes. Lagsumpactent profondément les plantes
a de nombreux stades de développement depuis Iirggion, en passant par les
développements végétatif et reproductif, jusqu’afdamation des graines (revue dans
Smeekens et al., 2000). Le métabolisme des subes les plantes est un processus trés
dynamique. Les flux métaboliques, tout comme leacentrations en sucres, différent
fortement durant le développement en réponse asidggux environnementaux tels que
I'alternance jour/nuit et les stress biotiquestebques (revue dans Rolland et al., 2006). La
signalisation des sucres chez la levure est sourédisee comme modeéle pour comprendre
celle qui s’opére chez les plantes. Effectivemientoie de perception et de signalisation des
sucres, impliguant le complexe SNF1 (Sucrose Nameésting 1) chez la levure, a été en
grande partie élucidée (revue dans Loreti et @012 Aprés avoir décrits les différentes voies
de signalisation chez la levure, les connaissasiwesette signalisation chez les plantes seront
exposées. Les détails plus spécifiques de la ameyatle la régulation et de la fonction sur le
complexe SNF1/AMPK/SnRK1 seront décrits dans léiGesuivante.

2.1 Mécanismes de perception et de signalisationgdgucres ches. cerevisiae

S. cerevisia@st un organisme anaérobique facultatif. Mais é&sqnce d’oxygene, elle
préféere la fermentation de sucres tels que le gkicte fructose ou le saccharose a la
respiration. La levure possede au moins quatre svaistinctes de perception et de
transduction du signal glucose permettant I'utiimaexclusive et optimale de cette source de
carbone (Fig. 9 et 15).
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Membrane plasmique

Figure 9: Voies de signalisation des sucres ch& cerevisiagd’aprés Rolland et al., 2006, modifi€). Les
sucres (points noirs) activent différentes voiessigmalisation dépendant ou pas de I'hexokinasekZHxA :
voie principale de répression par le glucose. Bcoade voie de perception du glucose extracelauldr:

troisieme voie de signalisation via ’TAMPc-PKA.
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La « voie principale de répression par le glucosst>une importante voie de régulation
responsable de la répression de I'expression ddrem genes impliqués dans la respiration,
la glucogéneése et le métabolisme des sources aitera de carbone (Rolland et al., 2006).
Cette voie de régulation par le glucose impliquedasport du glucose par des transporteurs
d’hexose (HXT) vers le cytosol (Kraakman et al.99p L'analyse de mutations aléatoires de
I’hexokinase 2 indique que son role dans la sigatibn des sucres est associé a son activité
catalytique. Le glucose active I'hexokinase 2 ogligsile (HXK2) qui subirait, lors de sa
phosphorylation, une modification de conformatian permettant de jouer un rble de
régulateur (Kraakman et al., 1999). L'HXK2 activéteragit avec le complexe GLC7/REG1
(GLyCogen 7/REsistance to catabolite repressiosatfctokinase 1) qui est un complexe
phosphatase capable d’inhiber SNF1 (Randez-Gil.etl@98) (Fig. 9). La protéine kinase
SNF1 est responsable de la dé-répression de I'ssipre de génes sous des conditions
pauvres en glucose. Cette dé-répression s’effggduda phosphorylation de Migl induisant
sa dissociation du complexe de répression auqest iassocié, permettant ainsi I'expression
de genes (Lalonde et al., 1999).

La seconde voie de perception et de signalisaties slicres joue un rble dans la
perception du glucose extracellulaire (Fig. 9). ©éomologues de transporteurs d’hexoses,
SNF3 (Sucrose Non Fermenting 3) et RGT2 (Restored3k Transport), dont I'activité
catalytique est non fonctionnelle, sont des sess&dorte et a faible affinité pour le glucose
extracellulaire et activent la caséine kinase 1KYen réponse au glucose (Ozcan et al.,
1998). YCK1 phosphoryle alors a son tour deux pmetw& STD1 (suppresor of TBP Deletion
1) et MTH1 (MSN three homologue 1), qui s’assocentépresseur de la transcription RGT1
et sont dirigées vers le complexe SEF (Skpl-Cullin-F-boxClucose Repression Resistary hip
d’étre ubiquitinées et dégradées par le protéagdotenston et Kim, 2005). Plusieurs HXT,
d’affinités et de capacités variables, sont aciveée réponse a I'activation des récepteurs au
glucose extracellulaire. La levée de la répressianscriptionnelle causée par le complexe
RGT1-MTH1-STD1 sur les promoteursHKT permet au final I'entrée du glucose nécessaire

a la fermentation (Moriya et Johnson, 2004) (Fjg. 9

La troisieme voie de signalisation des sucres iuelila perception du glucose et du
saccharose par la protéine kinase A dépendanteMfecAAMPc-PKA) via I'activation de
'adénylate cyclase (Kubler et al.,, 1997 ; Colométoal., 1998). Deux mécanismes sont

impliqués dans I'activation de la synthése d’AMRx padénylate cyclase (AC). Le premier
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mécanisme implique la perception du glucose ouadalerose extracellulaire par le systeme
GPCR (G-Protein couple receptor) couplé aux preteid (Beullens et al., 1988). Ce systéme
est constitué du récepteur GPR1, d’'une sous unit&BA2 et de la protéine inhibitrice de la
protéine G RGS2 (Versele et al., 1999 ; 2001). éeoed meécanisme implique I'import de
glucose et sa phosphorylation par de multiples kiesses (HXK1 et HXK2) ou
glucokinases 1 (GLK1) activant potentiellement @¢tps protéines G (RAS1 et RAS2) qui
activent a leur tour I'adénylate cyclase (Todaleti®85; Colombo et al., 2004). L’AMPc-
PKA integre également les signaux provenant d’autratriments essentiels comme les
sources de phosphate, de sulfate et d’azote (Rbkaral., 2006). L’AMPc-PKA régule de
nombreux processus comme le vieillissement cetkilda thermotolérance, la résistance au
stress et le métabolisme des tréhaloses (Santareelal., 2006). Elle est également
potentiellement impliquée dans l'inhibition des tlaas de transcription MSN2 et MSN4
(Multicopy suppressor of SNF1 2/4) qui régulent d@ses en réponse a une carence en
glucose (Boy-Marcotte et al., 1998 ; Gorner etl98 ; Smith et al., 1998) (Fig. 9).

Enfin, la derniere voie de signalisation connue liqye le tréhalose, qui est une
molécule de stockage participant a la protectiontreole stress chez de nombreux étres
vivants et issue de la déphosphorylation du tr&ma@phosphate par la tréhalose-6-
phosphate phosphatase (TPP). Le tréhalose-6-phesmst synthétisé par tréhalose-6-
phosphate synthase a partir de glucose-6-phosghatéJDP glucose. Les mutaniigsl de
levure montrent une dérégulation de la glycolys@ré&sence de glucose, due a une inhibition
de I'hexokinase par le tréhalose-6-phosphate (GhneeFlores, 2004) (Fig. 9).

2.2 Voies de la perception et signalisation des sas chez les plantes

La perception et la régulation de la signalisati®s sucres chez les végétaux est trés
complexe du fait de la nécessaire coordinationegles organes sources et les organes puits
vis-a-vis de leur réponse aux changements de conslienvironnementales (revue dans
Loreti et al., 2001). Il existe plusieurs voiesdgignalisation des sucres chez les plantes, dont
certaines sont directement comparables a cellesuesnchez la levure. L'étude de la
signalisation des sucres chez les plantes essééafpar différentes approches génétiques,
moléculaires, biochimiques et physiologiques (Sreasket al., 1999 ; Loreti et al., 2001,

Rolland et al., 2006).Dans ce paragraphe nous commencerons par défisir le
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Figure 10 : Les trois voies de signalisation des aes chez les plante@’aprés Sheen et al ;, 1999). Chez les
plantes, on compte trois voies de signalisationsieses. Une voie indépendante de I'hexokinasendurie a
I'activation de génes du métabolisme. Une voie dépate de I'hexokinase mais indépendante de labiye,

qui inhibe des génes associés a la photosynth@die, Ene voie dépendante de la glycolyse, est gerpour
activer I'expression de génes de type « pathogemnekited » (PR).

Tableau 1 : Analogues de glucoses dans la signatisa des sucres(d’aprés Loreti et al., 2001) HXK :
hexokinase

Putative sensor

Direct Extracellular Intracellular Intracellular

phosphorylation Metaboli Hexose Disaccharide hexose Post-HXK  disaccharide
Sugar Uptake by HXK (glycolysis)  hexose sensor sensor transporter  transporter sensor Hexokinase sensor sensor
Glucose v v 4 4 v g v s
2-Deoxyglucose 4 v v s v v
6-Deoxyglucose 4 4 4
3-O-methylglucose /s v 4
Mannose v s v v 4 14
Sucrose 4 4 v v v v
Palatinose 7’
Turanose 4

For each sugar, its ability to cross the plasma membrane (uptake), its phosphorylation by HXK, and the possibility of further bolism through glycolysis is indicated, The deduced putative
sensor able to perceive the sugar, based on its metabolic properties, is also indicated. The sugars reported are all able to trigger induction or repression of a variety of genes (see text for references).
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différentes voies de régulation liées aux hexgseais, celles liées aux disaccharides tels que le
tréhalose et le saccharose. Enfin nous étudierexigréssion des génes en réponse aux sucres

et I'interaction entre les hormones et les sucres.

2.2.1 Signalisation des hexoses

Chez les plantes, il existe au moins trois voiessidealisation par le glucose. Les
deux premieres voies impliquent les hexokinases gjoe la troisieme ne I'implique pas (Fig.
10). Dans la premiere voie, I'expression des geests corrélée avec la fonction de
signalisation d’'HXK dont la fonction principale et répression des genes liés a la
photosynthese tels que chlorophyll a/b binding ginst CAB), nitrate reductaseNRJ,
oxygen evolving protein GE33, phospholiase D RLD) et ribulose-1,5-biphosphate
carboxylase RBCS (Fig. 10). La deuxieme voie dépend de la glyoslysn aval des
hexokinases et régule I'expression de gem#d]l, PR2 et PR5 (Xiao et al., 2000).

Récemment, une étude sur les plantules thalianades mutantskin1lQ obtenues
par antisens, montre qu’il y a un lien entre SnRX1/'inductibilité de ces génes par le
glucose (Jossier et al.,, 2009). La séparation dedseix voies est obtenue par le biais
d'analyse de la réponse au glucose de muthamisd’A. thaliana, et par I'utilisation
d’analogues de sucres (revue dans Smeekens, 200andket al. 2006). Par exemple, le 2-
deoxyglucose et mannose sont des substrats deoKimase n’entrant pas dans le
métabolisme (Tab. 1). lls peuvent mimer la sigadiis activée par le glucose dans la
régulation des génes de photosynthése et du cyclglybxylate (Jang et Sheen, 1997 ;
Graham et al., 1994) (Fig. 10 et Tab. Lutilisation des inhibiteurs d’ hexokinase pour
bloquer les réponses au glucose a également aoéitdbla mise en évidence d’'un role de
molécule de signalisation des hexokinases (Peg, €1999). Cependant, c’est grace aux
études génétiques, en utilisant des mutants suirexpt ou sous-exprimant une HXK
homologue de 'HXK2 de levure, AtHXK, que le rblesihexokinases dans ces deux voies a
été confirmé (Jang et Sheen, 1997, Xiao et al.0RDes études de I'expression de genes de
mutantshxk1d’A. thaliang exposés a du glucose, et de sur-expressiitHXK1 et HXK2 de
levure ont permis de distinguer des génes donptassion est dépendante de I'hexokinase et
d'autres dont I'expression dépend de la glycoly3éadq et al., 2000). En effet, la
complémentation des mutants antiselithxk avec une hexokinase de levure (YHKX)
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conduit a une restauration de l'activité catalytigmais n’est pas capable de ré-induire la

sensibilité aux sucres (Jang et Sheen, 1997).

La troisieme voie est indépendante de I'hexokireiseété mise en évidence par le biais
de I'analyse de la réponse au glucose de mutaatprimant pasAtHXK1 chezA. thaliana
(Godt et al., 1995 ; Roitsch et al., 1999). Cettelé sur le mutartixk1d’A. thaliang exposeé
a du glucose, montre que la voie de signalisatimi@pendante de I'HXK induit des génes
codant une asparagine synthase, (n@mylase, une chalcone synthase, une invertase
pariétale, une glutamine synthase et une phénytedlaammonia lyase (Sheen et al., 1999).
Xiao et al. (2000) ont montré que le glucose egabke d’induire I'expression des ger®aL,

CHS et AGPasenon seulement dans les plantes de type sauvage,également dans les
mutants sur-expresseurs sens ou antisebXtleou des mutants de sur-expression de levure
HXK2. L'exposition de suspensions cellulaires@eenopodium rubrurd des analogues du
glucose non phosphorylés par les hexokinases, qigds le 3-O-méthylglucose ou le 6-
déoxyglucose, induit 'expression de génes codast shccharoses synthases et invertases
vacuolaires (Godt et al., 1995 ; Roitsch et al9QQ)9Fig. 10 et Tab. 1).

2.2.2 Perception et signalisation du saccharose

Le saccharose est difficile a étudier en tant qoéeoule de signalisation du fait de sa
dégradation rapide en glucose et fructose (Lotedl.e2001). Des génes dont I'expression ou
I'activité sont modulées par le saccharose maisamt pas affectées par le glucose, ont été
identifiés. C’est le cas d’'un promoteur patatine, pfomoteur deolC chez le tabac et de
lactivité d’'un symporteur saccharose-proton chez bletterave (Wenzler et al., 1989 ;
Jefferson et al., 1990 ; Yokoyama et al., 1994 joClet Bush, 1998), qui ont permis de
dévoiler une signalisation spécifique du sacchardsexpression de ti-amylase dans
I'épithélium scutellaire cheld. vulgareest réprimée par le glucose, le saccharose étreliffs
disaccharides non métabolisables contenant uneénrfoitctosyl (Loreti et al.,, 2001). Le
transport du saccharose ne semble pas étre liddudtion d’'un signal par le saccharose
(Loreti et al., 2001).
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2.2.3 Signalisation du tréhalose

Les disaccharides ne contenant pas de fructosemeola tréhalose, sont également
percus par l'organisme. lls induisent une inhilvitide I'élongation de la racine cheég
thaliana du fait de 'accumulation de T6P qu’il engendvéirfgler et al., 2000, Pellny et al.,
2004). Cette signalisation active notamment l'egpien de I'AGPase provoquant une
accumulation d’amidon dans les cotylédons. L'indidmades disques de pomme de terre dans
le trehalose conduit également a une activaticectbrde AGPase via un changement de 'état
rédox qui dépend de SnRK1 (Kolbe et al., 2005 sgeéa et al., 2003).

La TPS5 est phosphorylée par des protéines SnREA Ahthalianaen réponse a un
analogue de glucose non métabolisable, le 2-déoggge (Harthill et al., 2006). En plus de
son réle dans la signalisation du métabolisme carpte tréhalose joue un réle dans la
signalisation des mécanismes de tolérance auxsstmstamment via le facteur de
transcription ABI4 (Ramon et al., 2007).

2.2.4 Interaction entre signalisation des sucres@mones

Les criblages destinés a récupérer les mutante-secisibles ont montré un lien avec la
biosynthése ou signalisation des hormones (Zhal.,e1998 ; Laby et al., 2000 ; Huijser et
al., 2000). Par exemplginl, gin5et gin6 sont alléliques aba2, aba3andabi4, impliqués
dans la signalisation et la biosynthese d’ABA (Bodl et al., 2002). En plus, le glucose induit
a la fois une augmentation de I'expression de gééssa la synthese et la signalisation de
'ABA ainsi qu’'une augmentation de la teneur en ARAdogéne (Rolland et al., 2006).
L'implication de I'éthyléene dans la signalisatioesdsucres a également été démontrée par
I'utilisation de mutants liés a I'éthyléne comnetol-1 et ctrl-1 (constitutive ethylene
response). Les mutants surproduisant de I'éthybéén& réponse constitutive a I'éthyléne sont
insensibles au glucose alors que les mutants iildesnsa I'éthylene sont hypersensibles au
glucose (Zhou et al., 1998).
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3. Complexes kinases SNF1/AMPK/SnRK1

La protéine kinase SNF1 fut identifiee pour la peéxen fois lors d’'une analyse
génétique ches. cerevisiaeen 1981 (Carlson et al., 1981). La mutatemfl fut alors
associée a des mutants incapables d'utiliser lehsagse comme source de carbosif (
sucrose-nonfermentifgLe geneSNF1fut ensuite cloné et décrit comme codant une sous-
unité catalytigue d’'une sérine-thréonine kinaseld@z et al.,1986). Des analyses double-
hybrides permirent I'indentification de sous-unité@m catalytique ety, faisant de SNF1 un
complexe hétérotrimérique (Celenza et al., 1988kshkn et al., 1993 ; Yang et al., 1994). Le
génome deS. cerevisiaecode une sous-unité catalytique une sous-unitéy, SNF4,
activatrice du complexe et trois sous-uniféées a l'adressage et a la spécificité du
complexe, SIP1, SIP2 et GALS83.

En 1994, un ADNc codant une sous-unité catalytiggelAMPK (AMP activated
kinase) fut cloné et identifié comme étant I'ortbgle de SNF1 chez les mammiferes
(Carling e al., 1994 ; Mitchelhill et al., 1994)o@me chez la levure, TAMPK fonctionne
sous forme d’un hétérotrimére composé de sousam;jfg ety (Hardie et al., 2003). Chacune
des sous-unités du complexe AMPK est représentéedgux a trois genes qui sont sujets a
I'épissage alternatif, impliquant une grande ditérsle complexesify différant par leurs

cibles et leurs localisations (Salt et al., 19€hueng et al., 2000).

En 1991 la premiere séquence d’'une protéine kisesigaire & SNF1 chez les plantes
(SnRK1) fut clonée a partir d’ADNc provenant ddbiamen de seigle, RKIN1 (Alderson et
al., 1991). Comme chez les levures et les animaaxSnRK1 (sucrose nonfermenting related
1) sont associées en complexe, mais la nature aesusités tant catalytiques, que non
catalytiques, est plus diversifiée chez les végétan plus des complexes SnRK1, les plantes
contiennent deux autres familles SnRK2 et ShnRKBpqasédent un domaine catalytique les
placant clairement parmi les SNF1 (Rolland etZ8lQ2). Les SnRK2 et SnRK3 semblent étre
des protéines kinases spécifiques des plantesvestant plus diversifiees que les SnRK1
(Halford et al., 2003). A la différence des SnRKlles ne complémentent pas les mutants de
levuresnfl(Bouly et al., 1999 ; Lovas et al., 2003b ; Alderst al., 1991). Les SnRK2 sont
légerement plus courtes que les SNRK1 mais monted?2% a 46% d’identité de séquence
protéigue avec RKIN1 de seigle (Halford et al, 8P9 (Fig. 11).
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Figure 11 : Alignement des séquences des différeatSNF1/AMPK/SnRK1 et de SnRK2/3
(daprées Halford et al., 1998). Les homologies efass différentes séquences de SnRK1, SNF1 et
AMPK avec la premiere SnRK1 identifiée sont mordr@eur le domaine kinase (en noir) et la
partie régulatrice en blanc. Une SnRK2 et une SnR&3 également représentées. Le nombre

d’acides aminés est indiqué a droite de la séquence
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Par contre, les SnRK2 et les SnRK1 divergent totaté au niveau de leur domaine
régulateur en C-terminal et les SnRK2 n’interagisgas avec les sous-unités activatrices de
SnRK1 (Hrabak et al., 2003) (Fig. 11). Deux domaigenservés, un domaine spécifique
membre des SnRK2 d8. sativa(Belin et al., 2006). Les SnRK3 représentent lauge le
plus diversifié des SnRKs et également celui quedje le plus de SNF1 (Ruifen et al.,
2008). Les SnRK3, également connues sous les narakireurin B-like protein interacting
protein kinase » (CIPK) et « protein kinase relatedSOS2 » (PKS), agiraient dans la
signalisation C& (Harper et al., 2004). Elles possédent un domaimeservé liant des
protéines de type CBL immédiatement aprés la p&tierminale du domaine kinase qui
pourrait étre associé a une séquence auto-inkbifAlbrecht et al., 2001). Comme ces deux
kinases n'ont pas la capacité d’interagir avecskass-unités régulatrices et que cette these
porte sur la sous-unité régulatrice MtSNF4b, lemkes SnRK2 et SNRK3 ne font pas I'objet
d’'une revue de littérature. Dans cette sectiorgamparant avec les différentes connaissances
acquises sur les modeéles de la levure et des manasifune vision synthétique du réle de
SnRK1 et de ces sous-unités chez les plantes ésergée, avec une présentation plus
détaillée des connaissances acquises sur la sdésyurétudiée pendant cette thése:
MtSNF4b.

3.1 Structure des composants des kinases de la fH;nSNF1/AMPK/SnRK

3.1.1 Sous-unité SNF1/

La SNF1 de levure est une protéine kinase de 6RERs@minés qui contient un domaine
kinase en N-terminal et une région régulatrice ger@inal (Celenza et Carlson, 1986) (Fig.
12). La région régulatrice en C-terminal interagjitectement avec la région N-terminal
catalytigue et avec SNF4. L'analyse de délétions lalerégion C-terminal a permis
l'identification de motifs suffisants a I'interaoh avec SNF4 entre les acides aminés 392 et
495 de SNF1 et suffisants a l'interaction avec adatip kinase N-terminale entre les acides
aminés 392 et 518 (Jiang et Carlson, 1996). Uneiesig d’autoinhibition (AIS) fut
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Figure 12 : Structure des sous unités de SNFM'aprés Hedbacker et al., 2008). Une SNF1
(jaune), une SNF4 (violet), et les trois sous wévert, rouge et bleu) d8. cerevisiaesont
représentées ainsi que les régions spécifiquedifides dans chacune d’elles. (AIS : séquence
autoinhibitrice ; CBS : cystathionine-beta-syntha&® : domaine kinase, N ES : nuclear export
signal; GBD: glycogen binding domain.
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finalement mise en évidence par la délétion deslugs381 a 488 pour linteraction avec
SNF4 (Leech et al., 2003) (Fig. 12). Dans le domdimase, la délétion des résidus de la
glycine 53 a l'arginine et de la leucine 183 adleucine léve partiellement la nécessité de la
présence de SNF4 pour activer le complexe et ¢oastine boucle d’activation (T-loop)
(Leech et al., 2003 ; Estruch et al., 1992). Laaeg-terminale interagit également avec les
sous-unitég et des analyses de délétions indiquent que leduse515 a 633 sont suffisants a
l'interaction avec Sip2 (Jiang et Carlson, 1998s ISNF1 possedent également une thréonine
en position 210 située dans le segment de la ballatgivation pouvant étre phosphorylée
(McCartney et Schmidt, 2001 ; Estruch et al., 1998). 12).

L’alignement protéique des domaines kinases d’udE1Sde levure, d’'une AMP#2
de rat et d'une SnRK1 de seigle, RKIN1, montre singlarité de plus de 60% entre les trois
domaines kinases de ces protéines (Halford e1@98) (Fig. 11). La forte conservation des
SnRK1 avec leurs homologues chez la levure ourlgsaax laisse supposer que ces kinases
occupent des réles similaires dans les différedgaes (Halford et al., 1998). Certains de ces
homologues de SNF1 chez les plantes sont capablesrdplémenter les mutarisnfl de
levure a I'exemple de la SnRK1 te tabacumNPK5 (Muranaka et al., 1994), des SnRK1 de
A. thaliang AKIN10 (Leguen et al., 1992) et AKIN11 (Bhalerabal., 1999) ou encore &
tuberosum StubSNF1 (Lakatos et al., 1999). Ces homologues également en mesure
d’interagir avec des sous-unités non catalytiqiiés thalianachezS. cerevisiae(Bouly et
al., 1999). Il a également été démontré que SIR2dgit avec NPK5, I'homologue de SNF1
chezN. tabacumlors d’essais double hydride (Jiang et Carlso®7)9Chez les céréales, la
famille des SnRK1 est divisée en deux groupesStg’Kla et les SnRK1b, en fonction de
leur séquence et de leur profil d’expression (Hdlfet al., 1998). La SnRK1a est exprimée
dans toute la plante et est plus proche des SnRKHidotylédones alors que la SnRK1b est
fortement exprimée dans les graines et n'existe gbez les monocotylédones. La
signification de cette divergence des SnRK1 chezéeéales n’est pas connue (Halford et al.,
1998).

En plus des similarités de séquences, les proté&inases de cette famille montrent des
similaritts de substrat. La séquence minimale nmeen et phosphorylée par
SNF1/AMPK/SnRK est un motif du type Hyd-(Basic-X}*Ser-X-X-X-Hyd, ou Hyd
représente un résidu hydrophobe et ou le réside parenthése n’est pas critique (Halford et
al., 1998). Des peptides synthétiques, similaires motif, tels que SAMS et AMARA sont
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Figure 13 : Arbre phylogénique des sous classes 8&8F4 chez les plante&’aprés Buitink et

al., 2004). Trois sous classes de SNF4 sont conoheg les plantes, le groupe AKB
spécifique des plantes et issu de la fusion emtespuotéinegy et 3, le groupe AKIN aussi appelé
SNF4 « vrai », et le groupe le plus divergent P\GLi,contient la protéine étudiée dans cette thése

MtSNF4b.
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généralement utilisés dans des essais de mesliextigté des kinases (Davies et al., 1989 ;
Halford et al., 2003).

3.1.2 Sous unitg

Le gene codant la sous-unit@e S. cerevisiegeSNF4 fut identifié lors de I'étude de
mutants de typeucrose nonfermentingpmme étant allélique deAT3 (Neigeborn et al.,
1984). SNF4 est une protéine de 322 acides amkpsree de maniére constitutive se liant
aux sous-unitéa et3 du complexe, indépendamment de la disponibilit§lanose (Celenza
et.al., 1989 ; Jiang et Carlson, 1997) (Fig. 12pas&ociation entre SNF4 et SNF1 fut
d’ailleurs un modele dans le développement dedhnigue de double hybride utilisé pour
détecter I'interaction entre deux protéines (Figdtsal., 1989). SNF4 est constituée de deux
paires de domaines conservés, connus sous le nooystiEthionine-beta-synthase (CBS),
formant deux domaines appelés « domaines Batemgui »ont été identifiés dans de
nombreuses protéines comme liant les dérivés damiéa (Bateman et al., 1997 ; Adams et
al., 2004 ; Scott et al., 2007) (Fig. 12). L'anaygistalographique des domaines Bateman de
’lhomologue de SNF4 chel. pombamontre la présence d’'une poche de liaison quirie u
molécule d’AMP ou d’ATP au niveau des domaines CBRSEBS4 (Townley et Shapiro,
2007). De plus, cette étude indigue que la séqupre€BS1 en C-terminale est impliquée

dans l'association avec la sous-uifité

Chez les mammiféres, les trois isoformes de la-soité y possédent des domaines
Bateman (Kemp, 2004). LAMPKL montre 35% d’homologie avec SNF4 (Hardie et al.,
1998). Les AMPK2 ety3 possedent une extension en N-terminale sujé&pésbBage alternatif
dont la fonction reste inconnue (Hardie, 2007)seeond domaine CBS des trois sous-unités
y contient une séquence qui pourrait correspondne pseudosubstrat semblable au substrat
reconnu par TAMPK mais sur lequel le résidu phasplable est manquant (Scott et al.,
2007). Cette séquence est conservée chez SNF4vdee lendiquant qu’'un mécanisme
similaire peut exister che3. cerevisieagHedbacker et Carlson, 2008). Des expériences de
délétions de domaine de différentes sous-unitde mammiféres ont permis de définir un

domaine en C-terminal, pré-CBS1, impliqué dangdiiaction avec les sous-unitggViana
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et al., 2007). Dans cette étude, la délétion daul domaine CBS annule linteraction entre la

sous-unitéy et la sous-unité catalytique.

Chez les plantes, trois familles de sous-unjtésnt distinguéeBy, yet PV42 (Fig. 13). La
sous-unit§3y est spécifique des plantes et semble provenia dasion entre une protéine de
typey et une région GDB d’une protéifie(Lumbreras et al., 2001 es protéines forment
des complexes dimériques avec les sous-unit@Bolge et al., 2004). Il est intéressant de
noter que cette sous-unité complémente les mutisnilde levure ce qui n’est pas le cas de
la sous-unitéy « classique », AKIM qui appartient au second groupe de sous-urjités
(Kleinow et al., 2000 ; Lumbrera 2001). De nombe=upreuves de linteraction entre sous-
unités catalytigues et non catalytiques ont étéesnien évidence. CheaA. thaliang
l'interaction entre les sous-unitésl/B1B2, ally, y/B1B2 a pu étre démontrée par une
technique de double hybride daBscerevisiagBouly et al., 1999). CheZ. mays AKIN By
s’associe chez la levure ietvivo avec SnRK1 par I'intermédiaire de son domaine &[3B
(Lumbreras et al., 2001; Lopez-Paz et al., 2008)dérnier groupe de sous-unitéslentifié
chez les plantes est le groupe PV42/LeSNF4/MtSNBEd4D} fait partie la protéine étudiee
durant cette these : MtSNF4b. Son homologue, LeSK&#hplémente les mutants de levure
snfd et interagit physiquement avec d’autres sous-sirdtécomplexe SnRK1, ce qui indique
que cette sous-unité est un régulateur fonctiodaele complexe (Bradford et al., 2003).

3.1.3 Sous unitg

ChezS. cerevisiagtrois isoformes de sous-unitBsont été identifiés : SIP1, SIP2, et
GALS83 (Fig. 12). SIP1 et SIP2 ont été mis en évidelors d’analyses double hybride comme
étant des protéines interagissant avec SNF1 (SNiefatting Proteins) (Yang et al., 1992 et
1994). GAL83 fut découvert par le biais de son ingilon dans la répression de GAL par le
glucose et montre une forte homologie avec SIPZK&wn et Johnston, 1993 ; Matsumoto et
al., 1981). Les membres de cette famille de pre&isont considérés comme le troisieme
composant alternatif du complexe, servant de soutésisupports sur lesquelles SNF1 et

SNF4 s’assemblent (Jiang et Carlson, 1997). Lefrdiites sous-unité@ montrent des
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fonctions relativement redondantes et la préseiwedeule d’entre elle permet la croissance

de la levure dans une large gamme de stress reqBM& 1l (Schmidt et McCartney, 2000).

Les sous-unitéf interagissent avec le complexe SNF1 par un donwnservé en C-
terminal (Erickson et Johnston, 1993) (Fig. 12).sDmnalyses de délétions ont permis
d’identifier un domaine impliqué dans l'interactiamec la kinase KIS, qui inclut un domaine
liant le glycogéne (glycogen binding domain (GBI2J)un domaine d’association avec le
complexe SNF1 (ASC) (Yang et al.,, 1994 et JiangCatlson, 1997). Les sous-unit@s
divergent au niveau de leur domaine N-terminal apnfere une spécificité de localisation
subcellulaire a chaque complexe (Vincent et alQ120Hedbacker et al., 2004a). Ces trois
sous-unités sont cytoplasmiques en cas de répnegiondance en glucose). En cas de dé-
répression SIP1 est dirigée vers la membrane vaiceadbndis que GAL83 est dirigée vers le
noyau, SIP2 reste cytoplasmique, dirigeant ainkdalisation et I'activité de SNF1 (Vincent
et al., 2001 ; Hedbacker et al., 2004a et 2004kpdndance en sous-unitBsest régulée en
lien avec la disponibilité en glucose et malgrérdefonctions redondantes, elles montrent
également des réles plus spécifiques comme ldisgiment pour SIP2, ou l'interaction avec
des facteurs de transcription pour GAL83 (Hedbaekeai., 2008).

Des génes liés a la famille des SIP1/SIP2/GAL83 @8t clonés che?A. thaliana
(AKINSL et AKINAR) et S. tuberosuniStubGAL83 (Bouly et al., 1999 ; Lakatos et al., 1999).
Ces sous-unités sont relativement proches struieioment des sous-unit§sde levure dans
leur domaine C-terminal et interagissent avec deasks SnRK1, comme StubSNF1 et
StubGAL83 qui interagissent lors d’expériences debie hybride bactérien (Lakatos et al.,
1999). Une sous-unit@3 typique des plantes et qui differe structurelleimdes deux
premiéres a été identifiée. Cette sous-unité neques pas de domaine GDB, mais malgré
cette délétion, AKIN}3 interagit avec la kinase (Gissot et al., 2004)s Lrois sous-unité3
possedent un domaine ASC qui interagit fortemeat d&s sous-unitgs(Bouly et al., 1999 ;
Gissot et al., 2004). Ché. truncatulg il existe au moins quatre sous-uniégui répondent
aux stress de fagon différentielle (dessiccatidress hydrique, carence...) (Buitink et al.,
2004).
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Figure 14: Régulation et réle clef de SNF1 dans Isignalisation des sucres che3. cerevisiae
(d’aprées thése Jossier, 2007). (A) En présencduwmsg, I'ATP est produit par la fermentation,
alors que SNF1 est inhibée via I'hnexokinase HXK2eetomplexe phosphatase REG1-GLC?7.
Dans cette situation, les genes codant des enzynpigjuées dans I'utilisation de sources non
fermentescibles de carbone sont réprimés par Iplexe de répression SSN6-TUP1 et MIG1. (B)
En cas d'absence de glucose, SNF1 est activéeegakimases en amont (ELM1, TOS3 et PAK1)
et dé-réprime les génes réprimés par l'associatibls1-SSN6-TUP1. La SNF1 activée
phosphoryle MIG1, qui est exportée en dehors daa@y inhibe I'interaction entre MIG et SSN6-
TUPL. SNF1 active directement certains activatdarka transcription tels que SIP4 ou CATS.
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3.2 Régulation des kinases SNF1/AMPK/SnRK

3.2.1 Régulation de 'AMPK et de SNF1 chez les nitares et la levure

Un premier niveau de régulation de la sous-unitéalgiique s’effectue au travers de
SNF4 qui active le complexe SNH1 vitro etin vivo (Celenza et al., 1989). SNF4 se lie au
domaine régulateur de SNF1 dans des conditionsillke fteneur en glucose alors qu’en cas
de forte teneur en glucose, le domaine régulaté8rd® SNF1 se lie au domaine kinase de
SNF1 (Jiang et Carlson, 1996) (Fig. 14). SNF4 éstasaire a la levée de 'autoinhibition de
la kinase par le domaine AIS en se liant & la medgibterminale de SNF1. Des études
génetiques montrent que lorsque cette partie esqiiee, SNF4 n’est plus nécessaire a

I'activation du complexe (Calenza et al., 198%ndj et Carlson, 1996).

Les kinases et phosphatases constituent le secodd de régulation connu de SNF1.
Pour étre active, SNF1 nécessite la phosphorylat®iiacide aminé thréonine en position
210 du domaine kinase et la substitution de cht@ohine par une alanine, une glutamine ou
une asparagine inactive la kinase (Estruch et 292 ; Ludin et al., 1998). Cette
phosphorylation est sous contréle de kinases @hdephatases régulées par le glucose mais
ne requiére pas la présence du domaine C-terntifedbacker et Carlson, 2008) (Fig. 14).
Les kinases SAK1, ELM1, TOS3 activent SNF1 par phosylation du résidu Thr210 en
réponse a différents stress environnementaux teddeas stress salin, un pH alcalin, oxydatifs
mais pas face a un traitement avec du sorbitol roehoc thermique (Hong et al., 2003 ;
Sutherland et al., 2003). SNF1 est également régulégativement par la protéine
phosphatase complexe REG1-GLC7 (qui interagit 846K, section 2.1) par le biais d’'une
boucle de régulation négative (McCartney et Schr2idd1 ; Sanz et al., 2000).

Un dernier mode de régulation s’effectue par léshie métabolites. Par exemple, une
diminution de teneur en glucose ou en azote dammilieu conduit & une activation du

complexe (Wilson et al., 1996).
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L’AMPK est activée lors de 'augmentation de la centration en AMP cellulaire. La
kinase fonctionne a la maniére d'une «jauge al fiode I'organisme rendant compte du
statut énergétique cellulaire en mesurant le rAfibP/ATP. Chez I'animal, TAMPK est
activée par I'hypoxie, ischémie, mais égalementa&n de choc thermique et d’exercice qui
ont pour conséquences d’augmenter le ratio AMP/ATRMP se lie a la sous-unitd
induisant un changement de conformation de cettei@te, ce qui a pour conséquence une
activation allostérique de la sous-untéCette association en complexe permet d’augmenter
la phosphorylation de la thrl72 par des AMPKK teed.KB1 (Hawley et al., 2003) et
CAMKK (Hurley et al., 2005).

3.2.2 Régulation de SnRK1 chez les plantes

SnRK1 peut étre régulé au niveau transcriptionel post-transcriptionel. Che3.
tuberosum une forte expression de ce géne est observabie W stolons lorsqu’ils
commencent a se développer en tubercule (Man ,e1397). Il est également montré que
I'activité kinase d’extraits protéiques provenastjdunes tubercules présente une expression
du géne SnRK1 identigue mais une différence d'aétikinase, qui est 40 fois plus élevée
que dans les tubercules matures (Man et al., 199&gtivité du complexe SnRK1 peut
egalement étre régulée par la présence ou l'expresdifférentielle de sa sous-unité
activatrice, SNF4. CheZ. mays les transcrits codant ZmAKPY1 et ZmAKINBy2 sont
abondants dans les semences au début du dévelappetna&croissent durant la maturation,
alors gu'ils sont faiblement détectés dans lesesiles tiges et les feuilles (Lumbreras et al.,
2001). CheZA. thaliang le geneAKINyest, quant a lui, exprimé dans les organes véfgtati
mais les transcrits ne sont pas détectés dansolgsris floraux, les fleurs et les siliques
(Bouly et al, 1999). CheM. truncatulg les transcrits de son homologue sont présents dan
les feuilles mais absents des graines et des matm@s qu’ils sont induits en cas de carence

en glucose (Buitink et al., 2004).

Comme chez les animaux et les champignons I'aétoit SnRK1 peut étre activée par
phosphorylation du résidu Thr21i@ vivo (Sugden et al., 1999a). Depuis peu, quelques
protéines kinases phosphorylant la thr210 et activ@nRK1 ont été identifiées. Deux
protéines nommées geminivirus Rep interacting ldea@GRIK) activent SnRK1 che&.

thaliana Ces protéines sont exprimées en cas d’infectéwrup virus che?. thaliana(Shen
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et al., 2009). Deux génesAd’thaliang SnAK1et SnAK2 contenant un motif conservé avec le
groupe de protéines kinases régulatrices de SNFEk ¢h levure ELM, TOS, SAK
phosphorylen vitro la thr210 de SnRK1, pourraient également constitme régulation de
l'activité de SnRK1 (Hey et al ., 2007). Ces kimasemplémentent les triples mutaetm,
tos, sakde levure (Hey et al,. 2007). A la difféerence @s tilomologues, SNRK1 n’est pas
activé allosteriquement par 'AMP.

En accord avec I'hypothése d’'un role dans la sditéilaux conditions de carence en
sucres, les oses phosphatés et plus particulietdmehucose-6 phosphate, peuvent inhiber
l'activité de SnRK1 (Toroser et al., 2000). De ménhes disaccharides comme le tréhalose-6-
phosphate inactivent également l'activité de SnRlkfis des extraits protéiques de plantules
deA. thaliana(Zhang et al., 2009). L'activité de SnRK1 peutétrduite par le saccharose et
le 2-deoxyglucose, un analogue du glucose non roktable (Bhalerao et al., 1999 ; Harthil

et al., 2006) bien qu’aucune interaction directatrété démontrée.

Un dernier mode de régulation a été mis en évudpacé protéine PRL1 (Pleiotropic
Regulatory Locus 1). Cette protéine nucléaire pssiomaine WD qui interagit avec les
sous-unités catalytiques de SnRK1 chezhaliana(Bhalerao et al., 1999). Les mutaptl
montrent une hypersensibilité au glucose et unegéession de genes régulés par le glucose.
In vitro, PRL1 inhibe I'activité d’AKIN10. Ces résultatsdiguent que PRL1 est un régulateur
négatif de SnRK1 (Bhalerao et al., 1999).

3.3 Fonctions des complexes SNF1/AMPK/SnRK1

3.3.1 Fonctions du complexe chez les mammifeledeture

Chez la levure, le gen@NF1fut initialement décrit par le biais de mutantsapables
de se développer sur du galactose ou du maltas®,(de I'éthanol ¢crl), du saccharose ou
du raffinose ¢nfl) (Carlson et al., 1981). Tous ces mutants s’avésanfait étre différents
alleles du méme gén&NF1 La protéine kinase SNF1 régule la transcripticum dyrand
nombre de genes impliqués dans le métabolisme aeses alternatives de carbone, la
glucogenese, la respiration, le transport et laos@iLorsque le glucose devient limitant dans

le milieu, la dérépression de ces genes deviemndsle a I'adaptation de la levure afin
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d’assurer la production d’ATP a partir de I'éthapobduit par la fermentation. Une étude de
I'expression des génes sur les mutamf montre que 400 genes sont régulés par SNF1 en
conditions limitantes en glucose, incluant 29 désggénes les plus fortement régulés par ce
sucre (Young et al., 2003). La classe de geneslégqar SNF1 la plus représentée est
associée a la transcription et la transductionigigasx ce qui refléte le role central de SNF1
dans la régulation (Young et al., 2003). Ce costtédnscriptionnel exercé par le complexe
SNF1 permet ainsi le passage d’'un métabolisme faatiea respiratoire, appelé transition
diauxique (Fig. 14). SNF1 joue un role direct sautranscription via des répresseurs et des
activateurs de la transcription et plus généralemear l'intermédiaire de I'apparell
transcriptionnel (Hedbacker et al., 2008). Par gdemSNF1 stimule la transcription par
'holoenzyme ARN polymérase Il sur un promoteurfiaiel (Kuchin et al., 2000) et le
remodelage de la structure de la chromatine. Cedelage est régulé par la modification des
histones par SNF1. Par exemple, la phosphorylaolhistone H3 par SNF1 est nécessaire a
'acétylation de la lysine 14 par I'histone acéigtisferase GCN5, permettant I'expression du
géene INOL (inositol-1-phosphate synthase) (Lo .e2801) (Fig. 14).

Le métabolisme carboné est régulé via les activateanscriptionnels, tels que CAT8
et SIP4, nécessaires a [utilisation de sourcescddone non-fermentescibles. Apres
phosphorylation par SNF1 en I'absence de glucaseactivateurs se fixent sur des éléments
de réponse aux sources de carbone trouvées danprdesoteurs de génes de la
gluconéogenese (Hedges et al., 1995 ; Lesage, di986 ; Vincent et al., 1998). En plus de
ces activateurs, des répresseurs sont phosphaylgegmctivés par SNF1 en I'absence de
glucose. C’est le cas de MIG1 (Multicopy inhibitof GAL genes 1), dont la mutation
supprime la répression par le glucose de nombrenrgtels qu&AL, SUCet MAL (Nehlin
et al. 1991 ; De Vit et al., 1999) (Fig. 14).

SNF1 modifie aussi directement l'activité des enegrdu métabolisme des acides gras
et du stockage de réserves carbonées. SNF1 phgkphbmactive I'acetyl-CoA carboxylase
(ACC1), limitant ainsi la biosynthése d’acides gdass des conditions limitantes en glucose
(Woods et al., 1994). Cette phosphorylation de IdCaffecte également la transcription de
INO1, un gene clef de la biosynthese de phospholip{&srra et al.,, 2001). SNF1 est
€galement requise pour I'accumulation de glycogépe,est un carbohydrate de stockage

important chez la levure et contrdle la phosphaigtede la glycogéne synthase (Francois et
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al., 2001). SNF1 assure le maintien du stockageglgeogéne en favorisant I'autophagie
(Wang et al., 2001).

En dehors de son réle dans le métabolisme, SNEtviaht dans la résistance aux
stress. Lors de la transition diauxique, I'expressie nombreux génes liés a la tolérance aux
stress est regulée par les facteurs de transeripd®N2 et MSN3 (Multicopy supperssor of
Snfl mutation). Dans les promoteurs de ces genes seetnb les éléments STRE (Stress
Response Element) (Estruch, 2000). Les mutant$ sont également sensibles aux chocs
thermiques et montrent une thermotolérance rédertephase stationnaire (Platara et al.,
2006 ; Thompson-Jeager et al., 1991). Récemmeril 3N\eté impliqgué dans la réponse aux
stress UV par son interaction avec Rad23, une ippi#ssociée au protéasome, qui leve la
répression de promoteurs répondant aux UV (Wade,e2009).

Chez les mammiferes, la protéine AMP-activated $en@AMPK) fut détectée sous la
forme de fractions de protéines totales causamadtivation d'une HMGCOA réductase, ou
d’acétyl-CoA carboxylase dépendantes de 'ATP (Begl., 1973). L'action de 'AMPK
conduit a l'activation coordonnée de voie de sys¢h@l’ATP et linhibition de voies
anaboliques consommant de I'énergie (Young e8D5). L'AMPK a un role fondamental
dans la réponse cellulaire aux stress environnemen(Young et al., 2005). Lors d'un
exercice, 'AMPK active le catabolisme des acideasget du glucose pour répondre a la
demande de I'organisme en énergie (Russell e1299). L'AMPK pourrait également jouer
un réle dans I'inhibition de la production de RQ%afsin et al., 2000). De par son rble dans
le contrdle de I'énergie, il n’est pas étonnanteteouver un réle de 'AMPK dans le contrble
de canaux a ions membranaires, notamment des cahéaxre et sodium (Hallows et al.,
2000 ; Light et al., 2003).

La kinase module I'expression de génes du métabelipar le biais de la
phosphorylation de facteurs de transcription et@@ctivateurs, de la stabilisation dARNm
et de la traduction de protéines (Young et al. 520De catabolisme des acides gras est régulé
par I'inhibition par 'AMPK de l'acétyle CoA carbgiase et I'activation de la malonyl-CoA
decarboxylase, ce qui a pour conséquence de dimegencentration de malonyl-CoA et de
favoriser 'oxydation des acides gras par rappddud synthese (Dyck et al., 1999 ; Saha et

al., 2000). L’AMPK inhibe la synthese de triglyaes par la phosphorylation de la glycerol-
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Figure 15: Fonctions des SnRK1 chez les plantes, modéle de thaliana (d'apreés Baena-
Gonzalez et al., 2007). Le complexe SnRK1 est é@gbiar la diminution de la disponibilité en
énergie provoquée par l'obscurité, I'hypoxie et istibé par le glucose. Les SnRK1 agissent
directement sur des enzymes du métabolisme commigrddée réductase, la saccharose phosphate
synthase, ou encore I'hydroxy-méthyl-glutaryl-coeme A réductase, et indirectement sur
I'expression de genes via la phosphorylation deefas de transcription.
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3-phsophate acyltransférase (Muoio et al., 1999MPK stimule également le transport de
glucose en régulant la translocation de GLUT4, wmndporteur de glucose dans le
sarcolemme (Li et al.,, 2004 ; Russell et al.,, 1R98n plus, en conditions anaérobiques,
'AMPK augmente la glycolyse par I'activation de IRFK-2 et phosphoryle la glycogene
synthase inhibant le stockage de glucose (Marsah,e2000 ; Jorgensen et al., 2004).

3.3.2 Fonctions des SnRK1

Comme ses homologues, SnRK1 régule I'expressiom dgixand nombre de genes
orchestrant des réseaux de transcription, induikamcttabolisme et inhibant I'anabolisme
(Baena-Gonzalez et al., 2008) (Fig. 15). En modularpression de KIN10 dans différents
tissus, par expression transitoire dans des piastgs sous différents stress, Baena-Gonzalez
et al. (2007) ont mis en évidence 278 genes, deégcpar KIN10 et une carence glucidique,
qui sont également co-réprimés dans les plantul@shées dans des sucres ou des feuilles
matures. Ces génes sont impliqués dans un grantireciie processus de synthése incluant
les acides aminés, la paroi cellulaire, les lipidies nucléotides, les protéines, le saccharose et
la synthése d’amidon. Les génes les plus sujettta pepression sont liés a la synthese de
protéines et codent un grand nombre de protéibesoimales. Des facteurs de transcription
de type bZIP semblent également jouer un réle ddiateur du signal induit par SnRK1
(Baena-Gonzalez et al., 2007). Cette étude a égalemis en évidence que SnRK1 module
'expression d’'un grand nombre de facteurs de tr@pison et joue ainsi un réle central dans
la régulation. En plus de ces facteurs de tranonip de nombreux génes codant des
protéines du métabolisme et de réponse aux hormaimss que d’autres protéines codant des
transducteurs de signal (kinases, phosphatases)affestés par SnRK1 chek. thaliana

(Baena-Gonzalez et al., 2009).
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Réle de SnRK1 dans la régulation du métabolismsda®s

Le complexe SnRK1 est plus connu pour son roles damégulation métabolisme carboné,
activant ou inhibant certaines enzymes au niveaastriptionnel ou post-traductionnel
(Halford et al., 2003). Chez la pomme de terrextifetion du géne codant la sous-unité
catalytique PKIN dans les tubercules provoque rairition de I'expression des transcrits
codant la saccharose synthétase, qui permet lacsion réversible du saccharose en hexoses
(Purcell et al., 1998). Une construction antiseasSdRK1 dans des embryons de blé inhibe
également l'activité du promoteur dendamylase, enzyme responsable de I'hydrolyse de
'amidon et donc de la disponibilité en carbohydsafLaurie et al., 2003). D’autre part, les
ARNmM codant I'invertase vacuolaire sont plus abotslalans des plantesAd’thalianasur-
exprimantAKINal (Lessard, 1997).

Le complexe SnRK1 régule également un certain nerdlenzymes du métabolisme
carboné de maniere post-traductionnelle. Sugdah €t999b) ont mis en évidence que deux
SnRK1 de feuilles d'épinard inactivent par phosplation la saccharose phosphate
synthétase et la nitrate réductase vitro. Le niveau d’activation de I'ADP glucose
pyrophosphorylase (AGPase), enzyme clef impliquéesdla biosynthése de I'amidon
(Geigenberger, 2003), est diminué dans des plartisens ou I'expression de SnRK1 est
réduite d’au moins 50 % (Tiessen et al., 2003). Daes mémes tubercules, lorsque la
guantité de saccharose est réduite, 'AGPase dsibéa plus rapidement que dans des
tubercules sauvages. Le complexe SnRK1 chez la goderterre est donc un activateur de
'AGPase en présence de saccharose (Tiessen €08B). En effet, il a été montré que
SnRK1 maodifiait la régulation du métabolisme camat de 'azote par la phosphorylation
d’'une ADP glucose pyrophosphorylase et d’'une mitréductase (Jossier et al., 2009). Dans
cette étude, la sur-expression de SnRK1 induit hénptype hypersensible au glucose. Des
plantules transformées, cultivées en présence utmsgg, accumulent plus de glucose et de
fructose et moins d’amidon que le type sauvages{@ost al., 2009). Cette sensibilité serait
dépendante de la signalisation dépendante de tmlgbe. Dans cette méme étude, la sur-
expression de SnRK1 induit également une hypeftsiétésia 'ABA dans les plantules agées
de sept jours (Jossier et al., 2009). L’ABA acclaittivité catalytigue de SnRK1 mais la sur-
expression de SnRK1 n’induit pas de changemergrieut en ABA (Jossier et al., 2009).
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L'implication de SnRK1 dans la traduction du signide a [l'utilisation des sucres est
également assurée par la régulation de I'activeé@zymes comme la nitrate réductase (NR),
la saccharose-phosphate synthase (SPS) et la @Hafoscto-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase (F2KP) (Sugden et al., 1999b ; Kelna&, 2004). Apres phosphorylation par
SnRK1 de la NR et la F2KP, ces protéines interagisavec les protéines type 14-3-3 et sont
inactivées (Zuk et al., 2003 ; Harthill et al.,, B)OCette phosphorylation est activée par

I'analogue de sucres 2-déoxyglucose (Harthill et24106).

Une autre enzyme regulée directement par SnRKEgaement un des substrats du
complexe AMPK : la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-cogmze A réductase (HMGR), qui
catalyse la réduction de 'HMG-CoA en acide mévajar, étape limitante d'une des voies
de biosynthése des isoprénoides (Carling et aB9;1®ale et al., 1995b). Le domaine
catalytique de la protéine HMG1Al' thalianaa été surexprimé dans un systéme bactérien et
l'activité de la protéine recombinante est inaaildrs de sa phosphorylation par une SnRK1
de chou-fleur (Dale et al., 1995a). De plus, le sié phosphorylation de la protéine HMG1
d’A. thaliana(Serine 177) est équivalent a celui de 'THMGR denmmafere reconnu par
'AMPK (Dale et al., 1995b; Sugden et al., 1999a).

Réqulation de la réponse au stress

Le réle de SnRK1 dans la réponse aux stress a i6ténmévidence, pour la premiere
fois, par I'hypersensibilité aux stress salins ddas plantes mutantes pour la sous-upité
StubGal83 chez la pomme de terre (Lovas et al.3R0Récemment, il a été montré que
SnRK1 interagit avec le domaine WD40 du myoinogmlyphosphate 5-phosphatase chez
thaliana (5PTasel3; At1g05630) (Ananieva et al., 2008)vbee de signalisation du myo-
inositol est associée a une large gamme de pracaslkuque la réponse aux stress et le
développement (Ananieva et al., 2008). Il est ngnpar l'utilisation de mutants pour la
5PTasel3ju’en des conditions de stress nutritionnels, ShiRkt activé par la 5PTasel3. I
est suggéré que SnRK1 pourrait former un complexec da 5PTasel3 induisant une
régulation impliquant I'inositol, les sucres etsignalisation en cas de stress (Ananieva et al.,
2008).
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SnRK1 induit également I'expression de génes dodawe phosphoenelopyruvate
carboxykinase, une pyruvate phosphate dikinase, pyreivate kinase, une glutamate
déshydrogénase et une asparagine synthétase. @&s ggraient impligués dans un nouveau
mécanisme économique de remobilisation d’azote dessonditions de carence, d’obscurité

et de stress (Banea-Gonzalez et al., 2008).

Un nombre croissant d’études a également montm®lerde SnRK1 dans l'interaction
hote/pathogene. L’expression d’'un homologue SMF1 chez L. esculentumest régulée
positivement par I'inoculation d’'un potyvirus dales feuilles (Alfenas-Zerbini et al., 2009).
Cette augmentation de I'expression2MF1est accompagnée de celle de génes associés a la
réponse aux stress comme des facteurs de transecNBRKY, des sous-unités du protéasome
et des « ubiquitin activating enzyme E2 ». L’expres antisens d8nRK1d'A. thalianachez
N. plumbaginifoliaaugmente la sensibilité a l'attaque par un gemmvialors que la sur-
expression induit un phénotype plus résistant,quint un réle de SnRK1 dans la défense
antivirale des plantes (Hao et al., 2008)RK1joue un rble dans la tolérance aux herbivores
en redirigeant les ressources carbonées vers tgsesaindépendamment des jasmonates
(Schwachtje et al., 2006). Des sous-unités catplgs ont également été associées aux stress
biotiques. Une sous-unify interagit avec des protéines impliquées dans dstence aux
nématodes (Gissot et al., 2006). La sous-upyt@’A. thalianainteragit au niveau de son
domaine KIS/GDB avec deux protéines dont les g&teSPROland AtHSPROZsont deux
orthologues deHs1”* (Gissot et al., 2006)Hs1’°* confére une résistance accrue au
nématodeHeterodora schachtichez la betterave sur le modele d’'une réactiore gé&nr gene
(Cai et al., 1997). L’expressionAAHSPROZest multipliée par 10 lors d’'une inoculatiorAd’

thaliana parXanthomonas campesty. campestris (Gissot et al., 2006).
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Régulation de la maturation et de la germination

SnRK1 induit également des changements dans ldoggaament des organes reproducteurs.
Lors de I'extinction de I'expression de SnRK1 clikzvulgare les grains de pollen sont plus
petits et contiennent moins d’amidon (Zhang et 2001). Une étude transcriptomique
réalisée sur des embryons de pois a mis en évidprecka répression du SnRK1 décalait dans
le temps I'expression de 183 génes (Radchuk eR@0f). La sous expression de SnRK1
conduit également a des défauts pléiotropiquestdiaanaturation tels qu’'une accumulation
réduite de globulines et une augmentation de lauean saccharose. Il a été suggéré que le
complexe SnRK1 jouerait un réle dans la régulatieda maturation des graines, notamment
en liant les voies de signalisation de I'ABA et desres (Radchuck et al., 2003). Cependant,
aucun lien direct n'a pu étre démontré. En revanohe étude récente (Jossier et al., 2009) a
montré une interaction entre les voies de sigrtaisasucre/ABA sur de jeunes plantes. En
effet, les graines de mutants sur-expresseurs dNARI(SnRK1) deviennent hypersensibles a
I’ABA apreés la percée de la radicule au traverstdgsments (Jossier et al., 2009). Une autre
étude sur les graines@.! sativamontre que la sous expression de SnRK1 dans lasegra
d’O. sativaretarde la germination et I'élongation de la pldat(Lu et al., 2007). SnRK1 est
nécessaire a I'activation du facteur de transanipMYBS1 et a I'expression deakamylase3

sous des conditions de carence en glucose (Lu, 08ai7).

La caractérisation des sous-unités régulatricas ggalement donner des informations
sur la fonction putative du complexe SnRK1. L'e)gsien de sous-unités
Y, PV42/LeSNF4/MtSNF4b, est maximale a la fin de laturation et est spécifique des
graines (Bradford et al., 2003 ; Buitink et al.02Q Rosnoblet et al., 2007). L'expression de
LeSNF4est inductible par I'ABA et est réprimée par le @éndant I'imbibition (Bradford et
al., 2003). L’accumulation de ces transcrits redavée quand les conditions d’imbibition
bloquent la germination chéz esculentunet chez.. sativa(ABA, stress osmotique, rouge
lointain ou thermodormance) (Bradford et al., 20@3gyris et al., 2008).LeSNF4 est

egalement surexprimé dans les mutants brownissé¢de L. esculentumayant un phénotype
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plus dormant que le type sauvage (Downie et aD4AR0L’expression déeSNF4diminue
dans les graines au cours de l'imbibition dans dasditions menant rapidement a la
germinationj.e. lorsque la dormance est levée, par stratificai@n,post maturation a sec ou
par application de GA sur des graines mutagie$ (Bradford et al., 2003MtSNF4best ré-
induit dans les radicules d& truncatulasoumis a un stress osmotique en vue de ré-intduire
tolérance a la dessiccation (Buitink et al., 2068)snoblet et al. (2007) ont également mis en
évidence que MtSNF4b est associé a un complexauteploids moléculaire dans les graines
matures deM. truncatula (Rosnoblet et al., 2007). Ce complexe se formeaus de la
maturation dans les graines et disparait dans tagey non dormantes au cours de

I'imbibition.

L’extinction deMtSNF4bn’altére pas la tolérance a la dessiccation deesees dé/.
truncatulamais impacte leur longévité et leur vigueur geatiire au cours d’expériences de
vieillissement accéléré (Rosnobet et al., 2007anklyse de la teneur en oligosaccharides des
semences RNAMtSNF4bde M. truncatulaa également révélé que I'extinction MéSNF4b
réduit la quantité de stachyose et augmente lauteme saccharose des semences matures
(Rosnoblet et al., 2007). La régulation de I'expr@s desPV42/LeSNF4/MtSNF4lpar
'ABA et le GA et I'implication de MtSNF4b dans léeneur en sucres des semences
fournissent un lien potentiel entre les voies dgnalisation des sucres et hormonales
contrblant la dormance, la longévité et la vigugemminative des semences.

4. Objectifs de la thése

La plupart des espéces agronomiques sont commseéesalsous forme de semences et
la qualité germinative de ces dernieres représaminjeu majeur de I'agriculture. La qualité
germinative est une définition opérationnelle qermet de décrire la performance de la
graine au champ. L'objectif des recherches menéesaloratoire est d’approfondir les
connaissances sur les facteurs intrinséques deiilaeget leurs interactions avec les facteurs

de stress abiotiques qui permettent la germinaida levée homogéne dans des conditions
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d’environnement variables. L’'aptitude a la constova la tolérance aux stress ou la
dormance sont des composantes de la qualité gedimeinaCes propriétés sont
progressivement acquises au cours du développeatadatgraine.

MtSNF4b est une protéine spécifiquement accumutédirede maturation dans les
semences d&ledicago truncatulaL'implication de cette protéine dans la longéwie la
vigueur germinative en fait un candidat intéresgamvue de I'amélioration de la qualité des
semences (Rosnoblet et al., 2007). Pour autamipedreuses interrogations subsistent quand
a son fonctionnement dans la graine. Dans lesurapeécédents, le role de MtSNF4b dans
les graines deM. truncatula a été caractérisé pendant la maturation et ldlissgiment
accéléré. Certaines observations semblaient indigie différence de profil de germination
entre des graines de type sauvage et des grairtaatesMtSNF4b

Le but de cette these est de caractériser le ®IBGBNF4b dans la germination des
graines deM. truncatulaet d’identifier les voies de signalisations lige8MtSNF4b. Pour ce
faire, une analyse physiologique a été réalisées danbut de déterminer I'impact de
I'extinction deMtSNF4bsur la dormance et la germination des grainesl.dieuncatuladans
différentes conditions d’'imbibition (chapitre 1).e® tests de germination en présence
d’hormones et de sucres visent a identifier la es Voies de régulation affectées par
I'extinction de MtSNF4b. L'étude du transcriptome draines imbibées aprés différentes
périodes de PMS a été réalisée dans le but d'fidentes voies régulées par MtSNF4b a
I'échelle du transcrit (chapitre 2). Les résultdésces analyses semblent indiquer un réle de
régulation de génes liés au stress biotique. Afgvaluer I'nmpact de MtSNF4b sur le
développement de pathogénes bactériens, une ag@atitdh du pathosysténid. truncatula
vs Xanthomonasa été réalisée sur plantes entieres avant d’étdideculation de deux
souches contrastées danthomonaglans des graines en cours d’imbibition (chapitre 3)
Enfin, la recherche des partenaires de MtSNF4le aéatisée par le biais d’'une approche de
complémentation fonctionnelle de mutant de levsaf4 et de double hybride bactérien

dirigé et non dirigé (chapitre 4).
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Les mutants RNAiIMtSNF4b de M. truncatula étudiés dans le laboratoire ont
principalement été caractérisés pendant la maturaBur les quatre lignées RNRitSNF4b
dans lesquelles I'expression BESNF4best éteinte (Rosnoblet et al., 2007), les graileek
génération T3 sont utilisées. En plus de ces liginee criblage par PCR sur 30-40 plantules
des plantes hétérozygotes de deux témoins diferanété réalisé pour sélectionner des
homozygotes. Le témoin RNAI vide est une lignéeWleéruncatulacv. R108, transformée
avec le vecteur vide utilisé pour obtenir les mtgdRNAI MtSNF4b, qui sert au contrdle de
limpact de la transformation. Le témoin RNAI esteulignée deM. truncatulacv. R108,
transformée avec le vecteur contenant la régioripiae du promoteur de MtENODA40-1,
qui sert au contrdle de I'activation du systéme RNk plus d’'une modification de la teneur
en oligosaccharides dans les graines maturesinatixin deMtSNF4bréduit la longévité et la
vigueur des semences imbibées apres un vieillissereéléré (Rosnoblet et al., 2007).
Cependant les travaux préliminaires réalisés audeei’UMR ont également mis en évidence
des différences de vitesse de germination entreigieées de type sauvage et des lignées
mutantesMtSNF4b Ces différences de profils de germination peuvéiné dues a des
différences de dormance entre les lignées exprifa8NF4bet les lignées mutantes. Dans
ce chapitre le lien entre MtSNF4b et la dormancesdmences dd. truncatulaa été étudié

physiologiquement et biochimiquement.

Dans un premier temps la dormance des semendds tdgncatulacv. R108 nécessitait
d’étre caractérisée du fait d’'une absence d’analgsgaillées. Dans un second temps, une
caractérisation de I'abondance et de la localisatie MtSNF4b dans le type sauvage et les
mutants RNAIMtSNF4ba été réalisée. Puis le role de MtSNF4b lors dgetanination a été
analysé en utilisant des mutants RNMISNF4b disponibles des le début de cette these.
L’analyse de ces mutants a été réalisée au tratamalyses physiologiques de la germination
dans différentes conditions d’'imbibition, de I'ingbadu potentiel osmotique et du tégument
sur la dormance. Les interactions entre MtSNF4bhtamones ABA et GA, la lumiére et les
sucres ont été évaluées par le biais de testsrdarggion. Enfin, les teneurs en sucres des
graines dormantes et non dormantes au cours dbilliition ont été étudiées en lien avec
MtSNF4b.
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Figure 1.1: Effet de la PMS et du tégument sur la dormance desemences d®/. truncatula.

(A) Les graines de type sauvage sont imbibées lisdlarité a 20°C aprés quatre jours, deux a
gquatre semaines et six mois de post maturatiort.a(B¢ Les graines sont imbibées six heures a
20°C puis les téguments sont retirés et les emisryas sont imbibés a 20°C a I'obscurité. Les

données sont significatives lorsque I'écart estédepr a 22% (LSD : Least square deviation ;
PMS : post maturation a sec).
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Figure 1.2: Effet de la lumiére et de la stratification sur ladormance deM. truncatula. (A)

Les graines de type sauvage sont imbibées a latanicercles vides) ou a l'obscurité (cercles

pleins) a 20°C aprés deux semaines (lignes pdias)l et six mois (lignes continues) de post

maturation a sec. (B) Les graines sont imbibéesctiment a 20°C ou bien 48 heures a 4°C avant
d'étre mises a 20°C. Les données sont significatasignificatives lorsque I'écart est supérieur a

22% (LSD : Least square deviation ; PMS : post nadion a sec).
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1.1 Caractérisation de la dormance chelel. truncatula

La dormance des semencesMetruncatulan’ayant jamais été étudiée en détail, une
caractérisation préalable est nécessaire a I'atudéle de MtSNF4b sur cette dormance. Les
graines deM. truncatula comme de nombreus&sbaceage sont caractérisées par une forte
dormance physique liée a I'imperméabilité du tégoingel’eau (Quinlivan et al., 1961). Lors
d’'une imbibition de graines seches (0,09g/g de ématseche) dans I'eau a 20°C, seulement
50% des graines sont imbibées aprés un mois et 80fds deux mois d’imbibition.

Dans le but d’analyser la dormance physiologidmeormance physique est levée par
scarification des téguments au moyen de disquegaieer de verre dans toutes les
manipulations permettant ainsi une imbibition sitanée des graines. Chez de nombreuses
especes, la dormance physiologique est levée ppodamaturation a sec (PMS). Afin de
caractériser la dormance des graineddéruncatulg les gousses sont récoltées au moment
de I'abscission et, aprées dissection, les graiéesltées dans la méme semaine sont utilisées
pour les analyses comparatives diminuant ainsial&ation biologique. Aprés quatre jours,
deux semaines et six mois de PMS (20°C ; 60% d’diérelative) les graines sont imbibées
a 20°C. Les graines ne germent qu'a 20% au bou5d@urs lorsqu’elles sont imbibées
guatre jours apres l'abscission des gousses (Figh)1Lorsque I'imbibition a lieu deux
semaines aprés l'abscission des gousses, les grg@mment avec unesgd’'une dizaine de
jours. Enfin, apres six mois de PMS, toutes lesngseagerment en moins de deux jours (Fig.
1.1A).

Le tégument et I'albumen sont généralement les @eweloppes limitant I'expansion de la
radicule en lui opposant une barriere mécaniqusoet d’'importants régulateurs de la
germination dans les graines imbibées (Groot etss@r, 1987). Afin de savoir si la
difféerence de dormance cheéd. truncatula est embryonnaire ou tégumentaire, comme
observé dans les graines Ildectuca sativaLycopersicon esculentust Nicotiana tabacum
(Leubner-Metzger et al., 2005 ; Ni et al., 1993)e wanalyse de la germination d’embryons
extraits de leurs albumens apres six heures d’iidoiba 20°C et imbibés seuls a I'obscurité
a été menée (Fig. 1.1B). Lagldes embryons imbibés dans I'albumen est de 18 jpaviron
contre six jours et demi pour les embryons imbiséas téguments. CettggTde six
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Figure 1.3 : Effet de potentiel hydrique sur la gemination des graines deM. truncatula. Les
graines sont imbibées a 20°C aprés deux semainjesrods mois (B) ou six mois (C) de PMS
dans I'eau (symboles pleins) ou dans une solut®rPHG a -0,27MPa (symboles vides). Les
données sont significatives lorsque I'écart estédepr a 22% (LSD : Least square deviation ;
PMS : post maturation a sec ; PEG : polyéthylerawd)y
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jours et demi reste quatre fois plus élevée quedaes graines non dormantes, indiquant que
la dormance observée chét truncatula semble étre due a la fois a la résistance de
I'albumen et a une dormance physiologiqgue embryoena

Parmi les facteurs connus pour interagir avemlandnce, les effets de la lumiere et
de la stratification ont été évalués sur les see®deM. truncatula(Fig. 1.2). Les semences
imbibées aprés deux semaines de PMS germent evingtaine de jours a I'obscurité alors
que seulement 20% des graines germent a la lurdi@@°C (Fig. 1.2A). Cette différence
n'est pas retrouvée pour les graines imbibées apresois de PMS qui germent toutes
immédiatement et a la méme vitesse a la lumiéera gobscurité (Fig. 1.2A). La lumiere
inhibe donc la germination des graines dormantedMdéruncatulace qui s’oppose aux
observations faites chéz thaliana(Shinomura et al., 1996 ; 1998). L'effet de lastication
sur les graines dil. truncatulaest analysé par une exposition de graines imbiaépsatre
degrés Celsius pendant 48 heures apreés trois sesndenPMS (Fig. 1.2B). Lasdde graines
imbibées directement a 20°C est de 10 jours enyi@ors que celle des graines
préalablement stratifiées n’est que de quatre jhuarstratification léve donc la dormance des

graines deM. truncatula

Le potentiel hydrique de base est une caractausstigtrinseque des semences qui
représente le plus fort potentiel hydrique du miléans lequel des graines peuvent germer
(Ni et al., 1993). Afin d’évaluer I'impact de la whoance sur le potentiel de base des graines
de M. truncatulg I'effet du potentiel hydrique du milieu sur gemation en fonction de la
durée de PMS est mesuré en imbibant les semenossl'dau ou dans une solution de
polyéthyléne glycol (PEG) a —0,27 MPa (Fig. 1.3slsemences imbibées dans I'eau a 20°C
apres deux semaines de PMS germent a 100% en ungeine de jours. Les mémes
semences imbibées dans une solution de PEG a MR27n’ont pas encore germé apres 25
jours d’'imbibition (Fig. 1.3A). Lorsque les graingsnt imbibées apres trois mois de PMS, la
Tso passe de 35 heures a 141 heures (Fig. 1.3B). Aptawois de PMS, lash est de 17
heures pour les graines imbibées dans I'eau et7dbebires pour celles imbibées dans la
solution de PEG a -0,27 MPa (Fig. 1.3C). Commendtigl'effet du potentiel hydrique sur la
germination décroit avec la levée de la dormanmmifant que le potentiel de base des

semences dil. truncatuladiminue avec le temps de PMS.

110



Chapitre 1 : Caractérisation physiologique et bimitjue de la germination

100 { A 100
& 801 80 A
E 60 4 LSD 60
®
=
‘E 404 ® O0pM 40
= ABA © 10uM
O 20| 50 |
0 0%
0 5 10 15 20 250
100{C 100 {D
gg 80 80
S 601 60 A
® LSD
c
€ 40| 40 | LSD
o ® OpM
@ | GA © 10uM ® oum
20 v oopm 201 PAC O 10uM
v 100uM
Os : T T . 0
B 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30
Imbibition (jours) Imbibition (jours)

Figure 1.4: Sensibilité de la germination deM. truncatula a I'acide abscissique et a I'acide
gibbérellique. Les semences de type sauvage sont imbibées apmsdjuatre semaines (B,C et
D) ou aprés six mois de PMS (A) et imbibées dangradlient de ABA (A) , de GA (B), d'un
inhibiteur de la synthése d’ABA, le fluridone (G@)déun inhibiteur de la synthése de paclobutrazol
(D). Les données sont significatives lorsqu’eliesntrent plus de 22% d’écart (LSD : Least
square deviation ).
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Figure 1.5: Expression de la protéine MtSNF4b dans les différd¢as lignées de grainegA)
Analyse par western blot avec un anticorps anti-<BNBur quatre lignées de graines RNAi
MtSNF4bindépendantes et trois lignées de graines téndams le type sauvage, les graines
transformées avec le vecteur vide (lignée RNAI yide transformées avec le méme vecteur
contenant une construction RNAI dirigée contredlgion proximale du promoteur d&ENOD40-

1 (lignée RNAI contrble). Les protéines totales sertraites sur des graines aprés six heures
d’'imbibition & 20°C a la lumiére. (B) La quantitélative de MtSNF4b a été mesurée avec le
logiciel QuantityOne (Biorad) et exprimée en poutege de l'intensité maximum (lignée RNAI
vide).
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1.2 Dormance et balance acide abscissique /acidélagrelligue chezM.

truncatula

Les deux hormones majeures impliquées dans la gatiom sont I'acide gibbérellique
(GA) et l'acide abscissique (ABA) (Bewley et Black994). L’ABA est la principale
hormone induisant et maintenant la dormance dangriEnes imbibées alors que le GA est
I’lhormone majeure de promotion de la germination¢k-Savage et Leubner, 2006). Afin de
comprendre le rble de ces deux hormones dans hazshae et la germination des semences de
M. truncatulg des graines sont imbibées dans différentes ctnatiems d’ABA, de GA et

d’inhibiteurs de leur synthése respective : leiflone et le paclobutrazol.

L’ABA a 10uM inhibe la germination des graines Mle truncatulaimbibées apres six
mois de PMS, induisant un délai dg, @ie neuf jours par rapport aux graines imbibées dan
I'eau, pour lesquelles la population germe totalene® deux jours (Fig. 1.4A). L’ABA a 100
KM inhibe totalement la germination des grainederuncatula(Fig. 1.4A). Le fluridone,
un inhibiteur de la synthése des caroténoidesdkmnte ’ABA, montre I'effet opposé sur les
graines dormantes (Fig. 1.4B). A partir géVL, le fluridone inhibe la germination des graines
imbibées aprés deux a quatre semaines de PMS1(Big). La Tso de trois jours dans l'eau,
passe a deux jours dans 1 uM de fluridone et dienjasqu’a un minimum compris entre 18
et 22 heures pour les concentrations de 10 et 10@jidV1.4B).

Le GA n’induit pas de différences significativessderofils de germination pour les
deux concentrations testées (10 et 100uM) par rapgpane imbibition dans I'eau apres deux
semaines de PMS (Fig. 1.4C). Ce résultat inattesnd@ié confirmé sur plusieurs lots de
semences (données non-montrées). Le paclobuttazathibiteur de la synthése de GA, n'a
pas d’effet sur la germination a une concentratieri@M (Fig. 1.4D). Une augmentation de
la concentration & 1@0/ induit une augmentation de IgoQui passe de 10 a 17,4 jours (Fig.
1.4D). Ces résultats different de ceux obtenus theabacumet A. thaliang pour lesquels
des concentrations de 1304@ de GA suffisent a induire un effet sur la gerntioa (Grappin
et al., 2000 ; Ali Rachedi et al., 2004). Il sembtanc que la balance ABA/GA ne régule pas

la dormance cheldl. truncatulacomme chez les autres especes.
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Figure 1.6: Localisation in situ de la protéine MtSNF4b analysée par western blot'dne
empreinte tissulaire. Les empreintes de coupes transversales de gramigyes (A et B),
d’embryons (C et D) et de coupes longitudinaleslasi de radicules (E et F) sont révélées sur
membranes de nitrocellulose par western blot an8MF4b (A, C et E) et par coloration au rouge
ponceau (B, D, et F). Les empreintes supérieunasrgalisées a partir de coupes de type sauvage
et les empreintes inférieures, servant de contn@gatif du bruit de fond (aspécifique), sont
réalisées a partir de coupe de graines RMESNF4b.
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Figure 1.7: Expression de MtSNF4b en fonction de la post maturation et du potentiel
hydrique. Expression relative des transcrits (+ écart tygeeMtSNF4bdans les graines pendant
'imbibition & 20°C dans I'eau aprés 2-3 semainesPMS ou aprés six mois de PMS. Chaque

extraction d’ARN est réalisée sur 50 graines etdf€ type est donné pour trois réplicats
techniques par point.
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1.3 Expression de la protéine MtSNF4b dans les gras

Afin de comprendre le role de MtSNF4b dans les see® deM. truncatulg une
extinction du gen®tSNF4ba précédemment été réalisée au moyen d’une tachidRN
interférence (RNAI) permettant I'obtention de qedignées RNAMtSNF4bindépendantes.
Pour vérifier I'impact de la transformation et dactivation du mécanisme RNAI dans les
plantes transformées, deux lignées de contréle2galement été sélectionnées au cours de
cette these. Le témoin RNAI vide, qui sert au diletde I'impact de la transformation, est
une lignée dé/. truncatulacv. R108 transformée avec le vecteur vide utjieér obtenir les
mutants RNAiIMtSNF4b Le témoin RNAI est une lignée dd. truncatula cv. R108,
transformée au moyen du méme vecteur contenantam&ruction RNAI ciblant la partie
5'UTR du géneMtENOD40-1 Un criblage par PCR sur 30-40 plantules proverdad
graines des plantes hétérozygotes de ces deuxrtgraoété réalisé pour sélectionner des
homozygotes. L’extinction de I'expression MESNF4ba été analysée par western blot, au
moyen d’un anticorps anti-MtSNF4b sur des extrdis protéines solubles provenant de
graines imbibées six heures. La protéine MtSNF4lexsrimée dans les lignées de controle
et la lignée de type sauvage (Fig. 1.5). Par cpfegsegraines RNAMtSNF4bmontrent une
forte diminution de I'expression, ce qui démontrefficacité de la construction RNAI
MtSNF4b(Fig. 1.5).

Dans le but d’orienter notre recherche sur rol&d8NF4b, sa localisatiom situ dans
les graines et les différents organes de I'embrgorété effectuée par une technique
d’empreintes de tissus révélées par western blamnalyse d’empreintes de tissus a été
réalisée a I'aide d’'un anticorps anti-MtSNF4b ses doupes transversales de graines entieres
et d’embryons et des coupes longitudinales ax@gesmdicules provenant de graines imbibées
pendant six heures. Les coupes ont été réaliséearaltéle sur des graines de type sauvage et
des graines mutantes RNAtSNF4b Les coupes de graines mutantes servent de cesitrol
négatifs lors de la détection par I'anticorps amtsNF4b (Fig. 1.6A, 1.6C et 1.6E). Les
empreintes réalisées sur des membranes de nitrosell sont également révélées au rouge
ponceau afin de s’assurer de 'homogénéité de tasgion protéique (Fig. 1.6B, 1.6D et
1.6F). L'empreinte de graine entiere détectée panticorps anti-MtSNF4b est nettement
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Figure 1.8: Effet de la post maturation sur la dormance des graes de RNAIMtSNF4b. Les
graines de type sauvage, les contrfles (symbodéessplet les graines RNAIItSNF4b(symboles
vides) sont imbibées a I'obscurité a 20°C apremHsj (A), 2-4 semaines (B) et 6 mois (C) de post
maturation a sec (PMS). Les données sont signifemtorsque 'écart est supérieur a 22% (LSD :
Least square deviation ; PMS : post maturatiorcia se
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plus intense pour la graine de type sauvage que laograine RNAIMtSNF4h ce qui
démontre la spécificité de la détection (Fig. 1.6&gmpreinte du type sauvage indique une
présence de MtSNF4b a la fois dans I'embryon et dlatbumen/tégument (Fig. 1.6B). Les
empreintes réalisées sur graines entieres révaleesuge ponceau sont d’intensité similaire
dans le type sauvage et la lignée RWRAENF4h ce qui confirme I'équivalence des quantités
de protéines déposées (Fig. 1.6B). Afin de mesdeeta répartition de MtSNF4b entre la
radicule et les cotylédons, des empreintes deestrmansversales d’embryons seuls ont été
réalisées (Fig. 1.6C et 1.6D). L’intensité de |'eripte est la méme pour les cotylédons et la
radicule de la coupe transversale de I'embryonygde sauvage alors que la détection reste
faible pour I'empreinte laissée par I'embryon RNKiSNF4b (Fig. 1.6C). De méme, a
l'intérieur de ces deux organes, I'empreinte senffdimogene. Dans le but de confirmer la
répartition homogene de MtSNF4b dans la radicutey empreinte de coupe longitudinale
suivant le plan de symétrie de la graine a étésé@mlFig. 1.6E et 1.6F). L’empreinte révélée
par I'anticorps anti-MtSNF4b est homogéne dansetdaitradicule (Fig. 1.6E). Ces résultats
n’indiquent pas de répartition particuliere de latpine MtSNF4b dans I'embryon dé.

truncatula

1.4 Roéle de MtSFN4b dans la dormance et la post mattion a sec

L’expression de.eSNF4bI’homologue deMtSNF4bchezL. esculentumest maintenue
dans les graines dont la germination est bloquétamormance ou I'ABA et décroit dans les
graines achevant leur germination (Bradford et2003). Afin de savoir si I'expression du
geneMtSNF4best régulée en lien avec la dormance dWezruncatula(comme démontré
pour son homologuéeSNF4de la tomate), cette expression a été analyséeoas cle
'imbibition par une transcription inverse suividude PCR quantitative en temps réel (RT-
gPCR). Dans les embryons dormants, imbibés apras detrois semaines de PMS, la
guantité de transcritsltSNF4best équivalente a celle observée dans les gragwses apres
40 heures d'imbibition (Fig. 1.7). Par contre, daes graines non dormantes imbibées dans
'eau aprés six mois de PMS, la quantité de trassdiminue apres 20 heures d’imbibition,

avant la germination. L’expression détSNF4b dans les mémes graines non dormantes
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Figure 1.9: Effet de la lumiére sur la germination de semencale M. truncatula RNAI
MtSNF4b. Les graines de type sauvage et de trois lignéesi RMISNF4b sont imbibées a
I'obscurité (A et C) et a la lumiére (B) a 20°C @prdeux mois (A et B) ou six mois (C) de post
maturation a sec. Les données sont différenteaginfsignificative lorsqu’elles montrent plus de
22% d'écart (LSD : Least square deviation).
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imbibées dans une solution de PEG a -0,27 MPa mamtrprofil d’expression identique a

celui des graines dormantes.

Puisque lI'expression deltSNF4best maintenue dans les graines dormantes pendant
imbibition, nous avons voulu savoir si MtSNF4bup un réle dans la dormance ik
truncatula. Pour caractériser les graines, les plantes dedgpeage, les deux témoins ainsi
gue quatre lignées RNAMtSNF4b sont cultivées simultanément dans une enceinte
climatiqgue. A maturité, déterminée par abscissies gousses de la plante-mére, les graines
de gousses récoltées tous les 15 jours sont agsesddns un lot et les analyses comparatives
sont faites sur les graines de méme date de redategraines de type sauvage et RNAI
MtSNF4bsont imbibées a 20°C et a I'obscurité aprés diffées durées de PMS. Lorsque les
graines sont imbibées immédiatement apres I'abenisdes gousses, elles montrent toutes
une germination faible et lente de seulement 30fésa0 jours a 20°C (Fig. 1.8A). Pour une
post maturation intermédiaire, de deux a quatreas®ss, les graines RNAMtSNF4b
germent deux fois plus vite que les graines de smerage (Fig. 1.8B). Ce phénomeéne a pu
étre observé sur de nombreuses récoltes indépesdatnest retrouvé pour une durée allant de
guelques semaines a un mois de PMS. Apres six deoBMS, toutes les graines germent
dans les 24 heures, sans montrer de différenceadfiesgle germination des mutants face au
type sauvage (Fig. 1.8C). L’extinction NeSNF4bsemble donc induire une augmentation de
la vitesse de la PMS des grainedMtidruncatulg se traduisant par une levée plus rapide de la

dormance.

Dans la section 1.1, il est montré que la dormamhe® semences dd. truncatula est
renforcée quand les graines sont imbibées a lachen{Fig. 1.2). Afin de savoir si le géne
MtSNF4best impliqué dans I'effet de la lumiére sur lardance, des graines sont imbibées a
I'obscurité et en lumiére continue. Les graines RNWSNF4bet de type sauvage imbibées a
'obscurité aprés deux mois de PMS germent avec Tygaléja réduite a six jours sans
montrer de différence de profil de germination (Ri®A). Ces graines ne présentent plus de
différence de vitesse de germination du fait d’levee partielle de la dormance. Les mémes
graines imbibées a la lumiére germent plus lenténgerle lorsqu’elles sont imbibées a
'obscurité (Fig. 1.9B). L’effet de la lumiere selalplus important sur la dormance du type
sauvage qui germe deux fois moins vite que lesngsiRNAI MtSNF4h atteignant

respectivement leurssgen 25 jours et en 10 a 13 jours (Fig. 1.9B). Patre, la lumiére n'a
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Figure 1.10: Effet combiné du stress hydrique et de la post matation sur la dormance des
graines RNAi MtSNF4b. Les graines sont imbibées dans I'eau (ligne cos)inou dans une
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polyéthyleneglycol).
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aucun effet sur la germination dans les graines domantes imbibées apres six mois de
PMS (Fig. 1.9C). A I'obscurité comme a la lumieiaytes les graines germent entre 16 et 24
heures d’'imbibition (Fig. 1.9C). L'extinction ddtSNF4bsemble donc affecter la sensibilité

de la dormance a la lumiere pendant I'imbibition.

Le potentiel hydrique du milieu est un des factemageurs contrdlant la dormance et la
germination pendant I'imbibition. Il a égalemené &émontré que la PMS conduit a une
réduction du potentiel hydrique de base des graie¢s melo(Welbaum et al., 1991 ; Ni et
al., 1992). Afin de savoir si I'extinction détSNF4baffecte la dormance en altérant le
potentiel osmotique de base, les graines sont iekiltlans des solutions de PEG apres les
différentes durées de PMS (Fig. 1.10A-C). L'incudmatde graines apres deux semaines de
PMS dans une concentration de PEG a -0,27 MPadnhilgermination des graines de type
sauvage : elles ne germent qu'a 30% apres trois whionbibition (Fig. 1.10A). Dans les
mémes conditions d'imbibition, les graines RNMtSNF4b présentent un délai de
germination d’'un mois et demi par rapport a uneultion dans I'eau mais germent
totalement apres une soixantaine de jours d'imbibi{Fig. 1.10A). Aprés trois mois de
PMS, les graines de type sauvage et les lignéesi RKBNF4bgerment a la méme vitesse
lorsqu’elles sont imbibées dans I'eau, soit unengegition totale de la population en 72
heures (Fig. 1.10B). Une incubation dans une soiudie PEG de —0,27 MPa apres trois mois
de PMS conduit a un retard de germination du typevage deux fois plus important que
celui des lignées RNAMtSNF4b(Fig. 1.10B). La différence de germination entetype
sauvage et les mutants RNMtSFN4b est donc ré-induite par une incubation dans une
solution de potentiel hydrique plus bas que I'egares six mois de PMS, les graines germent
a 100% apres seulement 24 heures d'imbibition didférences entre le type sauvage et les
lignées RNAIMtSNF4b(Fig. 1.10C). Lorsque ces graines sont imbibées dae solution de
PEG a -0,27 MPa, un retard de germination est vbst#gins toutes les lignées, mais aucune
différence n’est observé entre les profils gernifirlas lignées RNAIMtSNF4bet le type
sauvage (Fig. 1.10C). L'extinction d&SNF4bsemble donc jouer un rdle dans la levée de la
dormance des semences Me truncatula en altérant, directement ou indirectement, leur
potentiel osmotique de base.

La dormance endogene physiologique embryonnaire uest des composantes de la
dormance. Comme MtSNF4b est localisée a la fois dambryon et le tégument, nous
avons voulu dissocier I'impact de I'extinction MESNF4bsur la dormance embryonnaire de

celle liée a I'albumen. Pour ce faire, des embrymsype sauvage et RNMtSNF4bont été
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Figure 1.11 Effet de I'extinction de MtSNF4b sur la dormance embryonnaire a la lumiére.
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Figure 1.12: Effet de I'ABA et du fluridone sur la dormance des semences RNAMtSNF4b.

Les graines de type sauvage et deux lignées RNI&piendantes ont été imbibées dans différentes
concentrations d’ABA (A) et de fluridone (B). Le ypmentage de germination aprés un mois
d’'imbibition est utilisé pour évaluer la sensildla I'ABA et la Tso pour la sensibilité au fluridone.
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imbibés six heures avant d’étre extraits des allmsme la lumiere et a 20°Oes controles de
germination ont été réalisés sur des graines estignbibées a la lumiere. Ces graines
entieres RNAIMtSNF4bgerment significativement plus rapidement que lesngs de type
sauvage (Fig. 1.11). Les embryons nus de toutegyleses germent plus rapidement que les
embryons enveloppés par les albumens (Fig. 1.1éh ue moins marquée, la différence de
profil de germination entre embryons nus de typgavage et RNAIMtSNF4best toujours
observée, bien que moins marquée. Ce résultat eamitjuer un réle de MtSNF4b dans la

dormance embryonnaire physiologique des embryoms. deincatula

1.5 Sensibilité a 'ABA et au GA des mutants RNAMtSNF4b

L’ABA est un important régulateur positif de I'indiion de la dormance pendant la
maturation des graines et du maintien de cet éatlafmance dans les graines imbibées
(Grappin et al., 2000). Des données obtenues elt@nnent ont montré que la protéine
MtSNF4b est induite dans des embryons immaturdd.deuncatulaincubés dans 'ABA et
gue les graines de type sauvage et les graines RNBNF4bont des teneurs en ABA
équivalentes pendant I'imbibition (Annexe 1). Auntraire, la sensibilité des semences au
GA augmente avec le levée de la dormance (Hilhetsal., 1986). Or I'expression de
’lhomologue deMtSNF4bchez la tomatd,eSNF4 est réprimée dans des graines au cours de
imbibition par une application de GA (Bradford &it, 2003). L’implication de I'extinction
de MtSNF4bdans la sensibilité a 'ABA et au GA a donc ét@lage. Des graines de type
sauvage et de lignées RNKitSNF4bsont imbibées dans des concentrations d’ABA, de GA
et de deux inhibiteurs de leur synthése respectwefluridone et le paclobutrazol. Le
pourcentage final de germination est utilisé conimagcateur de la sensibilité a 'ABA (Fig.
1.12A) et la Fp comme indicateur de la sensibilité au GA et auxxdahibiteurs (Fig. 1.12B
et 1.13).

Les graines d#&l. truncatulaimbibées dans différentes concentrations d’ABAgart toutes
dans des concentrations de 0 a 10 uM d’ABA alorawjdela de 100 uM d’ABA plus
aucune graine ne germe, indépendamment du géndfige 1.12A). L’extinction de
MtSNF4b ne modifie donc pas la sensibilité des graine&@plication exogene d’ABA
pendant I'imbibition. Des graines de type sauvapg®NAI MtSNF4bsont imbibées apres
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Figure 1.13: Effet de I'acide gibbérellique et du paclobutrazd sur la Tso des graines deM.
truncatula. Les graines de type sauvage (barres noires) etraile lignées RNAIMtSNF4b

indépendantes sont imbibées dans des solution®d@&)3u de paclobutrazol (B) (10 et 1)
a 20°C apres deux semaines de PMS. §ge3t déterminée par la durée d’'imbibition néceesair

ce que 50% des graines germent.
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trois semaines de PMS dans difféerentes concemigmatite fluridone. Tous les génotypes
montrent une accélération de la germination dofitd&st atteinte en 20 heures au dela d’une
concentration de 10 uM (Fig. 11B).

Lors de leur imbibition dans des concentrationd@eM et 10QuM de GA, les graines
de type sauvage montrent ung de huit jours et les graines RNKitSNF4bde quatre a cinq
jours (Fig. 1.13A). Cependant les différentes Iegpée semblent pas sensibles aux deux
concentrations de GA ce qui confirme le résultate sur le type sauvage (section 1.2). Les
graines imbibées dans du paclobutrazol montrentauggnentation de las§ équivalente a
celle des graines de type sauvage et des grainfs RISNF4b(Fig. 1.13B). L’extinction de
MtSNF4bne semble donc pas affecter la sensibilité desegadeM. truncatulaa 'ABA et
au GA pendant I'imbibition.

1.6 Teneur en sucres solubles en relation avec larchance.

MtSNF4b joue un réle dans I'accumulation du stasleya la fin de la maturation dans
les graines d#l. truncatula(Rosnoblet et al., 2007). Les graines RMARENF4bcontiennent
deux fois moins de stachyose et deux fois plusadelarose que les lignées de type sauvage.
Cette différence disparait rapidement au cours’iddibition de radicules de graines non
dormantes (Rosnoblet et al., 2007). Afin de sawirMtSNF4b joue un rdle dans la
dégradation des sucres solubles dans les graimesadtes pendant I'imbibition, les teneurs
en glucose, en saccharose et en sucres de ladamedl raffinoses ont été analysées par
chromatographie en phase liquide a haute performawr des sucres extraits durant
imbibition d’embryons sauvages et RNMtSNF4h dormants (post maturation de quatre
jours) et non dormants (post maturation de six jndiss courbes de germination associees

aux populations de graines utilisées sont représsrttans la Figure 1.8.

Les graines séches de type sauvage et RWISINF4bcontiennent de faibles quantités de
glucose (approximativement Qud/mg de matiere seche) (Fig. 1.14A). Au cours de
I'imbibition, la teneur en glucose des graines indta@is aprés quatre jours de PMS ne change
pas et reste trés basse, a la fois dans les ligne€eype sauvage et les lignées RNAI
MtSNF4b (Fig. 1.14A). Par contre, dans les graines imlsba@grés six mois de PMS, la
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Figure 1.14 : Effet de la post maturation sur la teeur en sucres des graines RNANtSNF4b
pendant I'imbibition. Les teneurs en glucose (A et B), en saccharos (1), en raffinose (E et

F) et en stachyose (G et H) ont été analyséeswas de I'imbibition & 20°C de graines dormantes,
imbibées quatre jours apres récolte (A, C, E ebG)}ix mois apres récolte (B, D, F et H) par
chromatographie en phase liquide a haute perforem@iPLC). Les écarts types sont représentés
pour trois réplicats biologiques par point.
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teneur en glucose augmente de la méme manierel@léye sauvage que dans les lignées
RNAI MtSNF4h jusqu’a 1pig/mg apres 24 heures d’'imbibition (Fig. 1.14B). Cemmant les
sucres non réducteurs, les graines séches dedaypage contiennent il§/mg de saccharose
alors que les graines seches RNASFN4ben contiennent deux fois plus (Fig. 1.14C), ce
qui confirme les données de Rosnoblet et al. (20Da@hs les embryons sauvages dormants,
la quantité de saccharose est multipliée par 2 oats des 48 premiéres heures d’imbibition
et rejoint celle des graines RNMtSNF4bavec 30 pug/mg (Fig. 1.14C). Dans les embryons
sauvages non dormants, la quantité de saccharaséuéi transitoirement pendant
limbibition, restant comprise entre 5 et }@/mg. La teneur en saccharose dans les
embryons RNAIMtSNF4bsecs est de 25 a 3@/mg et diminue pour rejoindre celle des
embryons sauvages a environ 10 pg/mg de matiehe sgres 24 heures d’'imbibition (Fig.
1.14D). La quantité de raffinose dans les grairebldtruncatulaest faible en comparaison
des quantités de saccharose et de stachyose sEiteoas importante dans les graines seches
de lignées RNAMtSNF4bqgue dans celle de type sauvage. Cette difféerénnaide des six
heures d’imbibition dans les graines dormante®ptdormantes, et s'inverse méme apres 48
heures d’imbibition dans les graines dormantes. (Eig4E et 1.14F). Avec 80 pg/mg de
matiere seche, le stachyose est le sucre solupleseabondant dans les embryons secs (Fig.
1.14G). Dans les embryons RNMtSNF4bla teneur initiale en stachyose est deux fois
moins importante que dans les embryons de typeagau(Fig. 1.14G). Dans les embryons
dormants de type sauvage, la quantité de stacluyposeue de 80 a 4Qg/mg pendant les 48
premieres heures d’'imbibition (Fig. 1.14G). Les eyohs RNAi MtSNF4b montrent
également une légere diminution de la teneur echgtese. Apres 48 heures d'imbibition,
seule une différence résiduelle de teneur en stsehgle 10g/mg est observée entre le type
sauvage et les lignées RNAiI MtSNF4b (Fig. 1.14@&n®les graines non dormantes, tous les
embryons présentent une rapide diminution de laueen stachyose au bout de 24 heures
d’'imbibition (Fig. 1.14H). En conclusion, il semldee MtSNF4b ne joue pas de rble dans le
catabolisme des oligosaccharides de la famille @éBnoses pendant I'imbibition des
graines. L'accumulation du saccharose, provenanthgelrolyse du stachyose dans les
graines, et sa diminution dans les graines dorragrde rapport aux non-dormantes, indique
gue I'hydrolyse du saccharose est bloquée dangriises dormantes. Effectivement, la
conversion de la teneur en sucres montre que latitian saccharose, stachyose et raffinose
est la méme pour toutes les graines et n'évolue chaant 24 heures d'imbibition
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Figure 1.15: Nombre de molécules de sucres en lieavec I'état de dormance pendant
'imbibition. A partir des masses de différents sucres, la massaire permet le calcul de
différentes quantités de sucresanol/g de matiere séche permettant d’additionneiglemntités

de sucres entre elles, saccharose+RFOs (A), GlB)skes quantités sont calculées pour le type
sauvage (T), la lignée RNAI contréle (T-) et trbgnées RNAI indépendantes (R1, R2, R3) dans
les graines séches et aprés 24 heures d'imbibitiors les graines post-maturées 4 jours (D) et
post-maturées six mois (ND) par chromatographiplase liquide a haute performance (HPLC).
Les écarts types sont donnés pour chaque point.
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Figure 1.16 : Signalisation des sucres dans la geimation de M . truncatula. Des graines sont
imbibées aprés deux semaines (A), quatre sema)est Un an de PMS (C) dans I'eau (cercles
noirs), une solution de glucose a 60 mM (cerclegs), de mannose a 20mM (triangles noirs) et
de 3-O-méthylglucose a 50mM (triangles vides). tegrbes de germinations sont la moyenne de
trois réplicats de 40 graines chacun.

127



Chapitre 1 : Caractérisation physiologique et bimitjue de la germination

pour les graines dormantes (Fig. 1.15A); ce quifaree I'hypothése d’une régulation
moléculaire de blocage. Par contre, la quantitéutéende saccharose, stachyose et raffinose
qui disparait dans les graines non dormantes €8d demol/mg. Cette teneur est équivalente a
la quantité de glucose synthétisée dans ces méragmeg (Fig. 1.15B). L'accumulation de
glucose, dérivant du saccharose, est donc liedezdée de la dormance mais pas a la présence

de MtSNF4b pendant I'imbibition de grainesMetruncatula

1.7 Role de MtSNF4b dans la signalisation des suere

Chez A. thaliang une sur-expression de la SnRK1.1 induit une rygibilité au
glucose (Jossier et al.,, 2009) et le glucose-64utete serait capable d’inhiber SnRK1
(Toroser et al., 2000). De plus il a été montré lguglucose inhibe la germination des graines

d’A. thalianaet que cette régulation est liée a la signalisadi® I’ABA (Price et al., 2003).

Afin de savoir siMtSNf4best lié a la signalisation des sucres, I'effet dealogues de
sucres est d’abord testé sur les graines de typeagea dormantes (Fig 1.16A). Les graines
sont imbibées aprés deux semaines dans du glucodeug de ses analogues: le 3-O-
meéthylglucose (3-OMG), qui est reconnu par lesgpanteurs d’hexoses mais qui n’est pas
phosphorylé par les hexokinases et le mannosestijh@sphorylé par les hexokinases mais
pas ou peu métabolisé (Loreti et al., 20Q1gs graines dormantes imbibées dans l'eau
germent avec unesd de sept jours (Fig. 1.16A). Le glucose semblerigaatiellement la
dormance des graines en ramenant legraTseulement cing jours. Au contraire, le 3-OMG
inhibe la germination en induisant une augmentatienla &q qui double par rapport a
'incubation dans l'eau (Fig. 1.16A). Le mannosea 1pas d'effet sur la germination des

graines dormantes.

L’influence de la PMS sur la sensibilité aux suoest également étudié (Fig. 1.16B et
C). Les graines imbibées dans I'eau aprés quaimaises de PMS germent avec ung de
24 heures. Sur ce lot de graines, le glucose plest capable d’augmenter la vitesse de la
germination (Fig. 1.16B). Seul le 3-OMG induit uasgmentation de las§ qui passe de un a
2,5 jours (Fig. 1.16B). Enfin, lorsque la dormasest totalement levée par un an de PMS, les

sucres n’'ont plus d’'impact sur la germination (Rid.6C).
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Figure 1.17 : Germination de graines de type sauvaget RNAi MtSNF4b en présence de
glucose, de mannose, de 3-O-méthylglucose et deaglsamine.(A) Les graines de type sauvage
(TS), de type RNAI témoin (Rc), de RNMtSNF4b(RNAI 1 et RNAI 2), sont imbibées dans du
glucose a 60mM (triangles inversés) ou dans du oem@a 20mM (carrés). (B) Les graines sont
imbibées dans du glucosamine a 40mM (trianglesrg@&s ou dans du 3-O-méthylglucose a
50mM (carrés). Des graines imbibées dans I'eaueseérde témoins négatifs (ronds noirs). Les
courbes sont obtenues a partir de la germinatioBOdgraines (A) (LSD 22%) ou en faisant la
moyenne de trois répétitions de 40 graines (B).
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Figure 1.18 : Impact de MtSNF4b sur la Fy de graines dormantes imbibées dans le glucose et
dans le mannoseDes graines de type sauvage et de deux lignées RNBINF4b sont imbibées
aprés deux semaines de PMS dans des solutionsicesgla 60mM (barres noires) et de mannose
a 20mM (barres grises). Les résultats sont donoés Ia forme de la différence entre lg @ans
'eau et la Ey dans le sucre considéré (Rc=RNAIi témoin; TS=tgpevage ; R1=RNAi 1;
R2=RNAi 2).
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Dans le but d’évaluer I'impact de I'extinctiodtSNF4bsur la signalisation des sucres,
des graines de type sauvage, de la lignée RNAiIitéatale deux lignées RNAItSNF4bont
été imbibées, apres deux semaines de PMS, d'uhégas du glucose et du 3-OMG, d’autre
part dans du mannose et du glucosamine, un inbibitexokinases (Da Silva et al., 2001)
(Fig. 1.17). Le glucose inhibe la dormance desngiaide type sauvage et RNAI témoin,
respectivement de deux et quatre jours (Fig. 1.1F#. 1.18). Cette différence n’est donc
pas retrouvée avec les graines RNiSNF4b dont la vitesse de germination n’'est pas
affectée par le glucose (Fig. 1.17A; Fig. 1.18).cauntraire, le mannose renforce la dormance
dans les lignées RNANtSNF4bde deux et quatre jours, alors qu’il n’affecte f[gadormance
des lignées de type sauvage et RNAi témoin (Fi§7A; Fig. 1.18). Ces deux sucres
semblent donc avoir un effet antagoniste sur landoce sous contrble de MtSNF4b. Le
glucosamine et le 3-OMG inhibent tous les deux dangnation des graines de tous les

génotypes sans différence de sensibilité (Fig.RB).17

1.8 Discussion

L’analyse physiologique de la dormance des graoe$]. truncatulaa permis de
rendre compte de particularités de ces grainesailut ple vue de la dormance et de son
contrble dont nous parlerons dans un premier teidpgs avons également mis en évidence
le r6le deMtSNF4bdans la levée de la dormance lors de la PMS, smgmment de la
sensibilité a 'ABA, ce qui fera I'objet d’une sewte partie. Le lien entre la dormanceMe
truncatulaet la signalisation des sucres, ainsi que la pdaddtSNF4bdans la perception, la

signalisation et la teneur en sucres seront finafgrdiscutés.
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1.8.1 Insensibilité des graines dormantes dd. truncatula a I'acide gibbérellique
et effet de la lumiére en lien avec MtSNF4b

Notre étude montre que, chik truncatulg la dormance est levée par six mois de post
maturation & sec a 20°C et 60% d’humidité relatie méme, cheX. plumbaginifoliala
dormance est levée en 10 mois a 24°C et 50% d’htémielative (Grappin et al., 2000 ; Bove
et al., 2005). Chea. thalianaCuvi, la dormance est levée par sept mois de Pkégpérature
ambiante (~20°C) (Ali-Rachedi et al., 2004). Lesaiges deM. truncatula présentent une
dormance non profonde du type de celle rencontiégd. tabacunou chezA. thalianalLer
(Grappin et al., 2000 ; Ali-Rachedi et al., 2004 .germination d’un lot de graines dormantes
de génotype dM. truncatulaR108 n’est que partiellement bloquée et les gsaiiméssent par
toutes germer. Certains cultivars e truncatula comme le DZA 315.16, montrent une
dormance plus profonde que R108, et les lots deseas ne germent pas pendant plusieurs
semaines d'imbibition a 20°C a l'obscurité (donnékes laboratoire). Notre étude vise a
analyser I'impact de MtSNF4b sur la dormance Mletruncatula Mais du fait de cette
dormance faible, les conclusions relatives a l&desle la dormance sont a considérer avec
précaution. La dormance des grainesviddruncatulasemble étre contrélée par 'ABA mais
le réle du GA n’a pas pu étre mis en éevidence. egentrations de fluridone de i ou
100 uM levent la dormance des grainesMetruncatulaalors que dans 100M de GA, la
germination des graines #& truncatulan’est pas affectée. Chég thalianaCvi, I'addition
de 100uM de GA ne léve que partiellement la dormance,satpre I'addition de 1QuM
fluridone léve presque totalement la dormance REchedi et al., 2004). ChekK.
plumbaginifolig I'addition de 10QuM de GA leve presque totalement la dormance e¢ cil
100uM de fluridone léve la dormance de facon Iégerenmeoins efficace (Grappin et al.,
2000). Nous avons montré que, bien que la dormantzesensibilité & 'ABA des graines de
M. truncatulasoient équivalentes a d’autres espeéces, elles satmbbntrer une insensibilité
au GA lors de la germination. Par le passé, de nemxtauteurs ont associé I'action des GA a
la germinationsensu strictoplus qu’'a la levée de la dormance, mais la faileménce
primaire des mutants DELLA'A. thalianaindique que chez cette plante, le GA joue un role
dans le contrdle de la dormance (Penfield et DGR Le GA agit par la déstabilisation des

protéines de répression de la croissance DELLAdRe®@l 1997; McGinniset al. 2003), et
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plusieurs d’entre elles sont requises pour la doomales graines chéz thaliana(Penfield

et al 2006). Il serait intéressant d’évaluer les taextdanscrits de protéines DELLA et
d’autres récepteurs ou protéines régulés par le daAs les graines dbl. truncatula
dormantes et non dormantes afin de comprendreles sbnt régulées par la dormance a

I'échelle transcriptomique.

La synthése de GA est activée par la lumiére détaadation de '’ABA est activée par
le GA et la lumiere dans les grainesldesativaau cours de I'imbibition (Toyomasu et al.,
1998). Chez de nombreuses especes, Aotihaliang I'exposition de graines a la lumiére
stimule la germination par l'intermédiaire de pheétepteurs généralement de la famille des
phytochromes (Allen et al., 2007). Les graines dsativaet d’A. thalianamontrent donc une
germination photoblastiqud,e. activée par la lumiéere. IciM. truncatula montre une
germination photoblastique négative, c’est a diie & lumiére accroit la dormance de ses
graines.M. truncatulaa donc un comportement a la lumiere proche dei celBromus
sterilis ou deAvena fatuaqui sont deux especes dont les graines montrealerégnt une
germination photoblastigue négative (Hilton et 4B84 ; Hou et al., 1992Avena fatua
montre une sensibilité réduite au GA (Hou et 892). L'absence de sensibilité au GA et la
germination photoblastique négative sont peut-éties mais des manipulations
supplémentaires de germinations en conditions aitégjes de type rouge lointain ou rouge
proche pourraient permettre de mieux comprendre nigganismes d’inhibition de la

germination des graines i truncatulapar la lumiere

1.8.2 MtSNF4b impacte la levée de la dormance dié truncatula au cours de
la PMS

La dormance initiale des graines RNMiSNF4best la méme que celle des graines de
type sauvage. Par contre, aprés trois semainesvi& Rs graines RNAi MtSNF4b sont
moins dormantes que celles de type sauvage. Elggasentent cependant pas de différence
de sensibilité a I’ABA qui inhibe la germinationpartir de 10QuM , ni au fluridone. Il a été
montré ched. plumbaginifoliaque les graines non dormantes sont moins sensibia8A
gue les graines dormantes qui nécessitent respawivt 100 et 1fM d’ABA pour inhiber

totalement la germination d’'une population (Grappinal., 2000). De plus les teneurs
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en ABA des embryons dd. truncatula imbibés aprés deux semaines de PMS ne montrent
pas de différences reproductibles entre type saueadignées RNAMtSNF4b (Données
acquises au laboratoire, annexe 1). Or des étudeéen SsuA. thalianaet N. plumbaginifolia
indiquent que la teneur en ABA des graines dornsaest, ou devient, plus élevée que celle
des graines non dormantes (Grappin et al., 2000 R#chedi et al., 2004). La levée de la
dormance des graines dé& truncatulaen lien avec MtSNF4b n’est donc pas liée a une
différence initiale de dormance, ou a une difféeede I'évolution de la teneur ou de la
sensibilité a 'ABA.

La quantité de transcrits ddtSNF4bdiminue dans les graines non dormantedvide
truncatulaalors qu’elle reste élevée dans les graines nomaltutes. Cette analyse corrobore
le fait que le complexe de haut poids moléculaoetenant MtSNF4b se dissocie dans les

graines non dormantes et reste formé dans les deeséDonnées du laboratoire, Annexe 1).

Notre analyse confirme également les résultatsnoist@ar Bradford et al. (2003) qui
ont montré que la teneur en ’homologueMi&SNF4h LeSNF4 restait élevée dans les graines
dormantes et disparaissait dans les graines nonashdes. L'analyse de mutant®Adthaliana
ne montrant pas de dormance primaire, a permisisimgler des genes différentiellement
exprimeés en réponse a la PMS, indépendamment dizrtaance (Carrera et al., 2008). Dans
cette étude, les mutan&bi3 et aba3 ont été imbibés avant et aprés une PMS. Comme ces
mutants ne présentent pas de dormance parce golis respectivement insensibles et a
teneur réduite en ABA, les 101 genes exprimés rdiffiiellement dans ces lignées, apres une
PMS, ne sont donc ni liés a I'ABA, ni liés a la d@nce. Cette étude montre que la teneur en
transcritsAtSNF4b(At1g15330), I'hnomologue de MtSNF4b chiglz truncatulg diminue dans
les graines aprés une PMS, indépendamment de I'aABAe la dormance (Carrera et al.,
2008). MtSNF4b pourrait donc réguler la dormance glaines dd/l. truncatulapar sa levée

au cours de la PMS plus que par son induction atsate I'imbibition.

136



Chapitre 1 : Caractérisation physiologique et bimitjue de la germination

137



Chapitre 1 : Caractérisation physiologique et bimitjue de la germination

1.8.3 MtSNF4b intervient dans la signalisation desucres pendant I'imbibition en
lien avec la PMS

L'imbibition de graines non dormantes dé. truncatula en présence de sucres
montrent qu’aucun d’entre eux n’affecte leur gemtion. Dans les graines non dormantes
d’A. thalianale glucose et le mannose (10mM) inhibent la gertionaet le 3-OMG n’a pas
d’effet (Pego et al., 1999, Price et al., 2003)gliecose en plus forte concentration (360 mM)
est connu pour inhiber la germination des grainés tthalianaen induisant une accumulation
d’ABA (Arenas-Huertero et al., 2000). Il semble dajue la perception des sucres chez

truncatulasoit différente de celle &. thaliana

Dans les graines dormantes apres deux semaindBM$: le glucose active la
germination alors que le 3-OMG l'inhibe. Certainssdanalogues n'ont pas d'effet sur la
germination des graines non dormantesvddruncatulaindiquant une abscence de toxicité
des sucres aux concentrations testées (Loreti,&Qfl1). L’analyse de l'influence des sucres
sur les graines dormantes n’'a jamais été réaliséeAs thaliana Les seules données
accessibles, corroborant nos résultats, montreatlonsque la germination de graines non
dormantes dé. thalianaest bloquée avec du mannose, cette inhibitiom deifmination peut
étre levée par I'addition de glucose dans le mi{leego et al., 1999). Par la suite on remarque
gue cette sensibilité de la germination au gluaisau 3-OMG disparait progressivement au
cours de la PMS. Donc, dans les graines dormargéd. druncatulg il semblerait que le
glucose joue un rble dans la perception et la §gateon des sucres activant la germination
via une voie dépendante de I'hexokinase, puisquendamnose n’a aucun effet sur la
germination. Par contre, dans les graines RM&SNF4bimbibées apres deux semaines de
PMS, le glucose n’influence plus la vitesse de geation alors que c’est le mannose qui
inhibe la germination. Les tendances de l'effelal@erception des sucres dans les graines
dormantes sont inversées entre le type sauvagdighée RNAI. Dans les graines dormantes,
le GAM et le 3-OMG ont un effet négatif sur la gamation et cet effet est le méme dans le
type sauvage que dans les lignées RME&NF4b Les voies de perception et de signalisation
lites au 3-OMG, indépendantes des hexokinaseemblant donc pas impliquer MtSNF4b.
La synthese des résultats obtenus sur les graoresadtes est présentée en Figure 1.19. Pour
confirmer cette hypothese, des manipulations supghéaires sont nécessaires, hotamment

sur I'impact des sucres sur la germination de gaRNAIMtSNF4bnon dormantes
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D Imesean gy

germination

Figure 1.19 : Schéma du role de MtSNF4b dans la pegption et la signalisation des sucres
dans les graines dormantes d#l. truncatula. Les fleches indiquent une induction et les traits
une répression. Les fleches pleines représentetieles déduits entre les divers éléments clefs de
la signalisation a partir des données de germinatiode I'effet connu des hexoses et inhibiteur
d’hexokinase testés (traits pointillés). (HXT :rtsporteur d’hexose ; HXK : hexokinase ; 3-OMG :
3-O-méthylglucose ; GAM : Glucosamine ; MAN : Mamseo, GLU : Glucose).
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1.8.4 MtSNF4b impacte la teneur en oligosaccharidela dormance et la

balance glucose/saccharose.

Lors de I'analyse de la teneur en sucres des gralaemantes et non dormantes, nous
avons montré que, chét truncatula,la levée de la dormance par une PMS induit unieleap
hydrolyse du saccharose et l'accumulation de gkicdans les embryons. Ce résultat
corrobore ceux obtenus chez les graines dormanhtemnedormantes &vena fatugFoley et
al., 1993). Par contre, MtSNF4b ne joue pas de déles cette activation de I'hydrolyse. Il
semble qu’elle soit impliquée dans la régulation mdétabolisme des sucres pendant la
maturation, indiquée par une diminution de la qii@rte stachyose et une augmentation du
saccahrose dans les graines matures (Fig. 1.1soBles et al., 2007), mais pas pendant
limbibition des graines. Pourtant des mutantsSietuberosunsur-exprimant un&SnRK1
montrent une diminution de leurs teneurs en gluebsee augmentation de leurs teneurs en
amidon (McKibbin et al., 2006). Les teneurs en Baozse et en fructose des mutants ne sont
pas affectées (McKibbin et al., 2006). Une expé&get’expression antisens chEzaestivum
a montré que SnRK1 est nécessaire a I'expressiodhaeimylase, une enzyme clef de la
mobilisation de I'amidon (Laurie et al., 2003). Ramntre, la réduction de l'activité SnRK1
chez S. tuberosumaffecte principalement le clivage et l'utilisatiadu saccharose par la
diminution de I'expression d’'une saccharose symthdans les tubercules (Purcell et al.,
1998). Des mutants d& sativuma l'activité SnRK1 réduite, présentent une augatéeon de
la teneur en saccharose mais aucune différenandarten amidon des cotylédons pendant la
maturation par rapport au type sauvage (Radchuek,e2006). L’augmentation de la teneur
en saccharose dans les mutants en fin de maturasioen accord avec ces données, tout
comme l'absence de différences de teneur en glusoise mutants RNAMtSNF4bet type
sauvage. Pourtant durant I'imbibition, I'absencediféérences dans les teneur en glucose et
en saccharose entre type sauvage et lignées RNBINF4blaisse a penser que MtSNF4b
confére un role spécifique au complexe SnRK1, ekolument lié a la dégradation des
oligosaccharides. Or I'inhibition du catabolismes @eicres de la famille des raffinoses par un
inhibiteur de la synthese de raffinoses, le 1-dgalgctonojirimycin, induit un retard de la
germination chez |1®. sativumet Glycine maxBlochl et al., 2007, Dierking et al., 2009). Par
contre, la comparaison de lignées recombinantdslylgne maxsélectionnées, soit pour leur
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teneur normale, soit pour leur faible concentragarraffinoses ne montre pas de différences
significatives de germination. MtSNF4b, par sorer@ans le ralentissement de la dégradation
des raffinoses pourrait, de fagon analogue au txyéalactonojirimycin, accroitre la

dormance des graines ke truncatula
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Figure 2.1 : Profils d’'imbibition et de germination des graines utilisées dans les analyses par puces
ADNC. (A) La teneur en eau dans les graines séchedigeardleM. truncatulaest mesurée pendant I'imbibition
exprimée en fonction de la masse fraiche des gralbes graines de type sauvage (cercles pleindg eeux
lignées RNAI indépendantes (cercles et triangldss)i sont imbibées dans I'eau a 20°C a I'obscaptés deux
a trois semaines (lignes pleines) et 6 mois de pw®uration a sec (lignes pointillées). Les donnsest
significatives lorsqu’elles différent de 22% oupltiest de, P<0,05, N=50).
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L’analyse physiologique des mutants RNKitSNF4b montre des particularités de
phénotypes liées a la post maturation a sec etléevée de la dormance. Les SnRK1 sont
connues pour jouer un réle dans le controle depfession de nombreux génes a I'échelle du
transcriptome (Baena-Gonzalez et al.,, 2007). Afiobknir une vision panoramique des
processus régulés directement ou indirectement Mi&NF4b lors de I'imbibition, une
analyse comparative des transcrits exprimés damgmdénes de type sauvage et des graines
RNAIi MtSNF4bet leur lien avec le transcriptome lié a la levédaldormance, a été menée
grace a une technique de puces a ADNc. Dans unigréemps, une description du plan
d’expérience et des principales étapes de I'anaiaestique sera présentée. Dans un second
temps, les résultats obtenus, seront décrits amalgs analyse, avant une étude comparative
des trois analyses. Une caractérisation plus tigale I'expression de certains génes par RT-
gPCR sera présentée dans un troisieme temps embeamment, avec la signalisation des

sucres.

2.1 Plan d’expérience et analyses statistiques

L’analyse transcriptomique porte sur deux récafiegyraines imbibées six heures: 1)
apres deux a trois semaines de PMS ou 2) de graim@bées aprés six mois de PMS.
L’'analyse a été réalisée sur une lignée de typeasmuet deux lignées RNAVNISNF4b
indépendantes pour les graines imbibées apresalgois semaines de PMS et sur une lignée
de type sauvage et une lignée RNVWISNF4bpour les graines imbibées aprés six mois de
PMS. Les échantillons sont prélevés a six heuragsbibition pour deux raisons : 1) a six
heure d’imbibition le complexe de haut poids moléta auquel appartient MtSNF4b est
encore présent dans les radiculesMietruncatula (Rosnoblet et al., 2007) ; 2) ce point
correspond a la fin de la phase | d’imbibition depichezM. truncatula (Fig. 2.1A). Un
échantillon des graines utilisées pour I'analyaegcriptomique a été imbibé afin de produire
les courbes de germination du lot étudié (Fig.B).1Comme attendu, les graines post-
maturées six mois ne sont plus dormantes et gerimenédiatement sans différences de
profil entre les lignées sauvages et mutantes gloesles graines imbibées apres deux a trois
semaines de PMS montrent une vitesse de germindéor fois plus faible pour le lot de

graines de type sauvage que pour les lots de grR&NAiI MtSNF4b(Fig. 2.1B).
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Figure 2.2: Schéma du plan d’expérience des analyses tranggtomiques par puces a ADNcLes trois
expériences sont réalisées sur des puces a ADN6K@tI1PIlus (Qiagen, Hilden, Germany). Chaque puce
représente deux réplicats techniques et chaqueaierpé compte trois puces par lignée analysée. REX¥NC
des lignées sauvages sont un pool de trois exiractndépendantes et les ADNc des lignées RMEENF4b
sont trois extractions indépendantes, hybridéeswi@sur une puce, provenant de 50 embryons imisilxés
heures a 20°C (point de prélévement représentémpaifléche noire sur les graphiques). L'expérigR@@che
(expérience F) représente les genes exprimés efitielement entre le type sauvage et deux ligri€dsi
MtSNF4bimbibés aprés 2 a 3 semaines de post maturasec 8PMS). L'expérience conservée (expérience C)
représente les genes différentiellement exprimée da type sauvage et une lignée RNAiI MtSNF4b bébi
apres six mois de PMS. L'expérience Dormante (egpée D) représente les génes différentiellemeptienés
entre les types sauvages imbibés aprés deux asemiaines et six mois de PMS. Les quatre pucesmedte
sont issues de I'hybridation des ADNc provenantméses échantillons de types sauvages marquésdaurs

a trois semaines et six mois de PMS.
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L’analyse relative des transcrits dans les emlsyapres six heures d’'imbibition est
réalisée au moyen de la puce a ADNc Mt16kOLI1IPIQs&agen, Hilden, Germany), qui
représente environ 16000 genesMetruncatulaen duplica, soit environ 40% du génome
prédit de cette espéece. Pour chaque lignée, 'ARIntrois échantillons biologiques de 50
embryons a servi pour la synthése des ADNc. Les &Bidrqués par Cy3 et Cy5 sont ensuite
hybridés sur les puces en fonction du plan d’expée défini (Fig. 2.2) a raison de trois
puces par génotype RNAMtSNF4b afin de s’assurer de la reproductibilité techniagie
biologique. Trois hybridations ont été réaliséesn afle caractériser les transcrits
différentiellement exprimés (Fig. 2.2). Une prerai@ybridation vise a comparer les transcrits
des embryons de type sauvage et de deux lignées RMNENF4h imbibés aprés deux a trois
semaines de PMS. Cette expérience sur des graaiebds est notée « expérience Fraiche »
(Fig. 2.2 ; Expérience F). La seconde hybridatise & comparer les transcrits d’embryons de
type sauvage et d'une lignée RNMtSNF4b aprés six mois de PMS. Cette seconde
expérience sur des graines conservées est notégétiemce Conservée » (Fig. 2.2;
Expérience C). La troisieme hybridation vise a carap les embryons de type sauvage,
imbibés aprés deux a trois semaines et six moiBM8. Cette expérience sur des graines
dormantes et non dormantes est notée « expériemeradte » (Fig. 2.2 ; Expérience D). En
plus de celles dédiées aux comparaisons entreekgmgiatre puces ont été utilisées comme
contrbles négatifs des hybridations rendant conde® différences d’affinités des ADNCc
marqués, dues au marquage et pas a une différeeqgereksion (puces de contréle) (Fig.
2.2). Pour cela, les ADNc des types sauvages cdamidiun et I'autre des marqueurs ont été

hybridés sur la méme puce pour les deux temps Eb & testés.

Apres l'acquisition et I'analyse de I'image desces, une analyse statistique, réalisée
grace au logiciel Genespring 7.0 (Agilent Techn@egSanta Clara, United States), permet
de définir des sous-groupes de genes différennelid exprimés. Apres avoir normalisé les
données brutes par puces et avoir fixé un seuligeamt les données dont I'expression est
trop proche du bruit de fond, seuls les pointsrigfcomme ‘present’ (dans au moins deux
répétitions sur trois lors de l'acquisition de lage) sont pris en compte dans l'analyse.
L’intensité des points n’est retenue que si elfeedk significativement de la valeur des puces
de contrble (t-test p<0,01). Enfin, une dernierapétconsiste en un filtre ne prenant en
compte que les génes dont I'expression différdatisloyenne entre les deux conditions
testées est supérieure ou égale a 1,5 avec unkig-ga 0,01 (pour détails voir chapitre
M&M M4-6).
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L’analyse F (F pour fraiche) présente une expoesgifférentielle de 217 genes dont
162 sont sur-exprimés et 55 sont sous-exprimés lgatype sauvage par rapport aux lignées
RNAiI MtSNF4bimbibées apres deux a trois semaines de PMS grabAnnexe 2 : données
supplémentaires S1 et S2). L'analyse C (C pour @uBg) montre une expression
différentielle d’'un nombre plus réduit de genesca®@ genes différentiellement exprimés. Ce
faible nombre de génes est prévisible puisquepe sauvage et la lignée RNRIitSNF4bne
montrent pas de différence de profils de germimakimsque les graines sont imbibées aprés
six mois de PMS (Fig. 2.1). Parmi ces genes, 28 samexprimés et 14 sont sous-exprimeés
dans le type sauvage par rapport a la lignée RWSNF4bimbibés aprés six mois de PMS
(Tab. 2.2, Annexe 2 : données supplémentaires S3tetL’'analyse D (D pour Dormante)
montre une expression différentielle de 185 gémes 87 sont sur-exprimés et 128 sont sous-
exprimés dans le type sauvage dormant par rappdrpe sauvage non dormant (Tab. 2.3,
Annexe 2 : données supplémentaires S6 et S7).rog®ions de genes sur et sous-exprimes
sont inversées entre les analyses F et D, aveeatdggment 75% de génes sur-exprimés dans
le type sauvage par rapport aux lignées RNWSNF4bimbibés apres deux a trois semaines
de PMS contre 30% de génes sur-exprimés dans despyvage dormant par rapport au type
sauvage non dormant.

Dans la suite de ce chapitre nous étudierons dlamsemier temps ces trois analyses

indépendamment avant de réaliser une analyse coemmun

2.2 Geénes différentiellement exprimés entre les emfons de type
sauvage et RNAi MtSNF4b apres deux a trois semainade PMS

(analyse F)

2.2.1 Sur-exprimés

Parmi les genes de I’ analyse F, 162 sont sursagwridans le type sauvage par rapport aux
lignées RNAiI MtSNF4b La classification des transcrits est réalisée ual@ment en se
référant au systeme de classification de « The bkurinformation Center for Protein
Sequences » (MIPS) (Mewes et al., 1999). Les quddisses de genes les plus représentées

sont celles du métabolisme qui regroupe 47 gersdke du stress qui regroupe 22 genes
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Tableau 2.1: Classification des génes exprimés différentielleemt dans I'analyse F.Les génes du groupe F
présentent une expression différentielle dans démy®ns de type sauvage par rapport a des embRNAs
MtSNF4b imbibés six heures aprés deux a trois semainepodé maturation a sec. Les génes ont été
sélectionnés au moyen du logiciel Genespring 7.§iléAt) avec une différence d'expression relativaud
moins 1,5 et avec une p-value inférieure a 0,05. g&nes supérieurs a 1,5 sont plus exprimés datypde
sauvage et les génes inférieurs a —1,5 sont mgpringes dans le type sauvage. La classificationuebe des
génes est effectuée a laide des annotations Mgdlicaruncatula Gene Expression Atlas
(http://bioinfo.noble.org/gene-atlasjv&t suit la classification fonctionnelle de geérésnCat version 2.0
(MIPS).

Classification >1.5 <15
(P<0.01) (P<0.01)
Métabolisme 47 4
Métabolisme secondaire 36 2
Métabolisme primaire 11 2
acides aminés 3 1
lipides, acides gras 4 0
hormones
sucres 1 1
Sauvetage cellulaire 22 18
Maladie, virulence et défense 19 0
Détoxication 2 5
Réponse aux stress abiotiques 1 13
Paroi cellulaire 12 2
Régulation de la transcription 9 1
Transport cellulaire 12 0
Energie 1 0
Synthése de protéines 1 0
Post-translation 5 0
Développement 2 0
Transduction d’un signal 1 1
Non classés 50 28
Total 162 54
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et celle de la paroi cellulaire et du transport ragroupe 12 génes chacune (Tab. 2.1). Neuf
genes sur-exprimés sont associés a la régulatida wianscription (Tab. 2.1). Les genes des
différentes classes sont détaillés ci-dessous ememcant par ceux liés au métabolisme. Les
genes liés aux stress biotiques et a la paroi sosite détaillés. Enfin les génes liés a la

signalisation hormonale et a la transcription seéoumeérés.

Parmi les genes associés au métabolisme, 36 dostparticulierement liés au
métabolisme secondaire (Tab. 2.1). Dans ce groegmseve des géenes codant des enzymes
du meétabolisme des phénylpropanoides, des flaveso#d des isoflavonoides (Tab. 2.1,
Annexe 2 : données supplémentaires S1) et condwdarformation de la médicarpine. Dans
ce groupe, 26 génes codant neuf des dix enzymieswibie de biosynthése de la médicarpine
sont présents. La caractérisation de leur expmesssb plus précisément analysée dans la
section 2.6. En plus de ces génes du métaboligria thédicarpine, des géenes clefs de la
voie de biosynthese des phénylpropanoides sorgxguimeés dans le type sauvage. C'est le
cas de trois génes codant des phénylalanines araryaise PAL) (TC106667, TC106669 et
TC106671), deux genes codant des cinnamoyl-CoA ctéda CCR (TC100838 et
TC100839) et deux genes codant des Caffeoyle Comedwltransférase QCoAOMT)
(TC107427 et TC94321), impliqués dans la voie dsynhese des phénylpropanoides (Tab.
2.1, Annexe 2 : données supplémentaires S1). Lésgion de [&@CoAOMT(TC94321) a été
validée par RT-qPCR dans des embryons provendigries de type sauvage, RNAI témoin
et RNAI MtSNF4bimbibés six heures apres deux semaines et six deoBMS (Fig. 2.3).
Lorsque les graines sont imbibées pendant six beames deux semaines de PMS,
I'expression des transcrits est 7 a 14 fois plevéd dans les graines de type sauvage que
dans les graines RNANItSNF4b(Fig. 2.3A). Cette différence d’expression dispadains les
graines imbibées apres six mois de post maturafiog. 3B). MtSNF4b affecte donc
'expression de génes liés au métabolisme des fpré@panoides dans les graines dormantes
de M. truncatulaau début de I'imbibition. D’autres genes de lasstadu métabolisme sont
associés au métabolisme primaire. Deux génes cdeanicetyl CoA carboxylases associées
au meétabolisme des lipides (TC110264 et TC94318@neajene codant une terpene synthase
(TC102995) (Tab. 2.1, Annexe 2 : données suppléarestS1) sont également sur-exprimes
dans les graines du type sauvage par rapport gougds RNAMtSNF4b Des genes associées
au métabolisme des acides aminés sont égalemegimés dans le type sauvage par
rapport aux lignées RNAMtSNF4b Ces genes codent des protéines associées a la

biosynthese de phénylalanine et de tyrosine tellesla préphénate déhydratase (TC101233)
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Figure 2.3 : Comparaison de I'expression d'un€CoAOMT dans des embryons sauvages et mutants apres
deux semaines et six mois de post maturation a sd@s graines de type sauvage (T), de la lignée RNAI
témoin (RNAI C) et de trois lignées RNAI indépentdsnprovenant de deux récoltes différentes sonibieels
pendant six heures aprés deux semaines (A) oudghe post maturation a sec (B). Les ARN sontyaéal par
RT-qPCR a l'aide d’amorces spécifiques d’'une caffi@@oA 3-O-méthyltransférase (CCoAOMT) (TC94321).
Les ARN sont extraits a partir de 50 embryons irébibix heures a I'obscurité dans I'eau a 20°Csétarts
types sont donnés pour trois réplicats techniques.
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Figure 2.4 : Comparaison de I'expression d’'une EDGREans des embryons sauvages et mutants aprés deux
semaines et six mois de post maturation a seoes graines de type sauvage (T), de la lignée Rid&oin
(RNAI C) et de trois lignées RNAI indépendantesvermant de deux récoltes différentes sont imbibéesiant
six heures aprés deux semaines (A) ou six moisoderpaturation a sec (B). Les ARN sont analysésRja
gPCR a l'aide d’amorces spécifiques d'un inhibitelendoglucanase (EDGP) (TC94309). Les ARN sont
extraits a partir de 50 embryons imbibés six hedess I'eau a I'obscurité a 20°C et les écartssygmnt donnés
pour trois réplicats techniques.
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et au catabolisme de la tyrosine vers le cycle T€Aue la fumaroylacetoacetate hydrolase
(TC101117 et TC101116) (Tab. 2.1, Annexe 2 : doss@pplémentaires S1).

Une deuxieme classe montrant un grand nombre desgaur-exprimés dans le type
sauvage par rapport aux lignées RNViISNF4best liée aux stress biotiques. Les genes les
plus représentés dans cette classe codent dempsoté pathogenesis related » de la famille
desPR10(TC106614, TC106355, TC106352, TC109466, TC9421795383) (Tab. 2.1;
Annexe 2 :données supplémentaires S1). Parmi P&LQ deux sont similaires a des
protéines « ABA responsive » de type ABR17/ABR18C{06355 et TC106352) dont
certaines sont induites dans les radiculesMietruncatula infectées parAphanomyces
euteichest dans celles deisum sativunsoumises a un stress salin (Colditz et al., 2008v;
et al,. 2004). L'expression constitutive de geneslant des protéines de la famille
ABR17/ABR18 améliore la germination des semencess sdes conditions de stress
thermique et salin cheg. napusetA. thaliana(Srivastava et al,. 2004; 2006 ; Dunfield et al.,
2007). Des génes associés aux stress biotiqueségatgment retrouvés dans les autres
classes, comme par exemple des genes liés auxspuscale détoxication (glutathion
peroxidase et une glutathion-S-transférase (TC94481C105598)). Quatre genes liés a la
dégradation des protéines codent des « RING-H2fingqui appartient a la sous famille des
ATL. Ces protéines sont impliquées dans les étapésoces des voies de signalisation de
défenses chez les plantes (Serrano et al., 2@, deux genes codant des nodulines
MIN5 (TC100608, TC103145) sont également sur-ex@sindans l'analyse F (Tab. 2.1;
Annexe 2 : données supplémentaires S1). Ces géeoesremt des similitudes avec des
protéines de transfert de lipides impliguées dangponse aux stress biotiques et abiotiques
(Jung et al., 2003).

En plus de la voie de biosynthese des phénylpaidas, connue pour son implication
dans la formation des monolignoles et des acideslligues (constituants des parois
cellulaires), d’autres genes associés a la paloiaiee sont surexprimés dans le type sauvage
par rapport aux lignées RNAMtSNF4b (Tab. 2.1). Par exemple, deux genes codent des
inhibiteurs de polygalacturonases (TC95395 et T@&0B et quatre genes codent des
globulines basiques 7S, destinées a la paroi eliguges dans l'inhibition de xyloglucan
endoglucanase (TC100618, TC107655, TC94309 et TIP4d e TC94309 code une
Extracellular Dermal GlycoProtein (EDGP) qui a atalysée aprés six heures d’imbibition

dans des lignées apres deux semaines et six moiPM® (Fig. 2.4A et 2.4B).
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Figure 2.5: Comparaison de I'expression d'un geneodant une WRKY dans des embryons de type
sauvage et mutants au cours de la maturation et démbibition. L’expression d’un géne codant umRKY
(TC99352) a été analysé par RT-qgPCR a 20 JAP, B0el/ six heures d’'imbibition aprés deux semaifees
PMS dans des embryons de type sauvage (en nalgseembryons RNAMtSNF4b(en gris). Les ARN sont
extraits a partir de 50 embryons et les écartsstgpat donnés pour trois réplicats techniques.
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Figure 2.6: Comparaison de I'expression d’'un géne codant uneHSP18dans des embryons de type
sauvage et mutants au cours de la maturation et dé@mbibition. L’expression d’un géne codant usidSP18
(TC100458) a été analysée par RT-gPCR a 20 JABABOet a six heures d'imbibition aprés deux sensadee
post maturation a sec dans des embryons de typaggen noir) et des embryons RNViISNF4b(en gris).
Les ARN sont extraits a partir de 50 embryons ®€lgarts types sont donnés pour trois réplicatentques.
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L’'EDGP est 1,5 a 4 fois plus exprimée dans le type saunpg dans les lignées RNAI
MtSNF4b aprés deux semaines de PMS (Fig. 2.4AxeChiférence n’est plus visible lors
d’'une imbibition aprés six mois de PMS (Fig. 2.4BExtinction deMtSNF4baffecte donc

également I'expression de géenes impliqués dandrietgre et la résistance de la paroi

cellulaire.

La famille de facteurs de transcription la plusrésgntée est celle d&gRKY, avec cing
genes sur-exprimés sur neuf (TC99352, TC10871508824, TC102282, TC100630) (Tab.
2.1; Annexe 2 : données supplémentaires S1). LBKYsont une famille de protéines
codant des facteurs de transcription dont une tentde représentants sont connus chez
thaliana (Eulgem et al., 2000). Les ARNm de certains defaegeurs de transcription sont
induits cheZA. thalianalors d’une infection paPseudomonasyringaeou d’un traitement par
de l'acide salicylique (Dong et al., 2003). Dandlg de valider la diminution d’expression
d’un transcrit codant une WRKY dans les graineRR8&i MtSNF4bet de préciser si cette
différence d’expression est le fait d’'une néo-sgsthou d’'une dégradation d’ARNm pendant
limbibition, I'expression du TC99352 a été analyspar RT-gPCR a 20 jours aprés
pollinisation (JAP), aprés 30 JAP et dans des eamtsrylormants provenant de lignées RNAI
MtSNF4bet de type sauvage imbibés six heures aprés dmuaises de PMS (Fig. 2.5).
L’expression de ce gene est la plus faible & 20 ARe montre pas de différence entre les
deux lignées d’embryons testées a ce stadBIt@NF4bn’est pas encore exprimé dans les
graines de type sauvage (Fig. 2.5). A 30 JAP, ajasMtSNF4bapparait sous forme d’un
complexe de haut poids moléculaire (Rosnoblet et28i07), I'expression augmente de 15
fois dans le type sauvage et n'augmente que de fis@ dans les embryons RNRitSNF4b
(Fig. 2.5). Pendant I'imbibition des graines dormesan I'expression de ce gene est cing fois
plus importante dans le type sauvage que dans rdwyens RNAiI MtSNF4b Cette
expression est également 450 fois plus grande léansmbryons sauvages apres six heures
d’'imbibition que dans les embryons sauvages a 2B (fAg. 2.5). La différence observée
guant a l'expression dWRKY, bien que présente pendant la maturation, esteex@e
pendant I'imbibition. D’autres facteurs de trangtidn sont représentés dans cette analyse et
les expressions de genes associés a la signatisad¢id’éthyléne codant des éléments «
ethylene responsive » ayant les fonctions putatike$acteur de transcription sont affectées
(TC100991 et TC101396) (Annexe 2 : données suppitaites S1).
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Les génes lies a la réponse a des hormones \&ganla leur biosynthese sont
également sur-exprimés dans le type sauvage pgontapux lignées RNAIMtSNF4b
(Annexe 2 : données supplémentaires S1). La seuwhladne dont la voie de biosynthese est
potentiellement affectée par I'extinction M#SNF4best le jasmonate. En effet, deux genes
codant des 12-oxophytodionéates réductases, ungnenclef de la synthese du jasmonate
sont sur-exprimés dans ce groupe (TC94407 et TGH44Annexe 2: données
supplémentaires S1). Le produit de ce géne catddyskerniere étape de la formation du
jasmonate a partir du méthyl-jasmonate. Des gessxcEs a la réponse aux brassinostéroides
sont également détectés. Deux genes codant dessyglgs hydrolases sont des homologues
de BRUlinductibles par les brassinostéroides (TC10048BC4100486). Un gene codant un
homologue d’'un récepteur majeur des brassinost&saidezA. thaliang BRI, est également
sur-exprimé dans ce groupe. Enfin, un géne codaet protéine induite par l'auxine

(TC101953) est également mis en évidence.

2.2.2 Sous-exprimés

L’analyse des genes sous-exprimés dans le typagaudonc sur-exprimés dans les
lignées RNAIMtSNF4h met en évidence une sur-représentation des d&sesaux stress
abiotiques (Tab. 2.1). Sur 18 de ces génes, 13®smondent plus particulierement a la
protection et cing sont liés a la détoxication (Tal). Parmi les genes identifiés en lien avec
la protection, sept codent des petites protéinesche thermique sHSP (TC108198,
TC109542, TC95948, TC108710, TC100455, TC10045410D858) (Annexe 2 : données
supplémentaires S2). Dans le but de préciser tEgatices observées pendant I'imbibition, le
TC100458 codant unsHSP20a été analysé par RT-qPCR pendant la maturation et
limbibition dans une lignée d’embryons de type\sae et de type RNAWUtSNF4b(Fig.
2.6). L'expression de ceteHSPaugmente de cing fois entre 20 et 30 JAP, samérelifce
entre la lignée RNAIMtSNF4b et celle de type sauvage (Fig. 2.6). Aprés sixrdm®u
d’'imbibition, I'expression est de nouveau identiqueelle observée a 20 JAP dans le type
sauvage et reste deux fois plus élevée dans ladigRNAI MtSNF4b(Fig. 6). Bien que ce
résultat confirme I'analyse microarray, il sembleed’expression différentielle de ces genes a
six heures d’'imbibition ne soit pas le résultatldecumulation différentielle des transcrits
pendant la maturation, mais d’une dégradation miffiéelle puisque le niveau d’expression a
six heures d'imbibition est plus faible que celubservé en fin de maturation.
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Tableau 2.2 : Classification des génes exprimés féifentiellement dans I'analyse CLes genes du groupe C
présentent une expression différentielle dans ddsyons de type sauvage par rapport a des embRNAs
MtSNF4bimbibés six heures aprés six mois de post maturdtisec. Les génes ont été sélectionnés au moyen
du logiciel Genespring 7.0 (Agilent) avec une diféce d’expression relative d’au moins 1,5 et avee p-
value inférieure a 0,01. Les genes supérieurs adnbplus exprimés dans le type sauvage et lessgaférieur

a —1,5 sont moins exprimés dans le type sauvagelakaification manuelle des génes est effectugidel des
annotations « Medicago truncatula Gene ExpressittasA fittp://bioinfo.noble.org/gene-atlasjv2t suit la
classification fonctionnelle de génes FunCat ver&® (MIPS).

Classification >1.5 <15
(P<0.01) (P<0.01)
Métabolisme 6 1
Métabolisme secondaire 3 0
Métabolisme primaire 3 1
lipides, acides gras 2 0
hormones
sucres 0 1
Sauvetage cellulaire
Maladie, virulence et défense 2 1
Réponse aux stress abiotiques 2 1
Paroi cellulaire 1 1
Régulation de la transcription 2 0
Transport cellulaire 0 1
Post-translation 1 1
Développement 1 1
Signalisation 1 1
Non classés 6 S
Total 22 14
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La mise en évidence des transcrits codant des spi&Pexprimés dans les lignées mutantes,
peut indiquer que les graines subissent un stragicydier en début d’'imbibition en cas
d’absence de MtSNF4b. En plus da#4SPR trois genes codant des LEA de la famille34
(TC96521, TC102412, TC102411) et une LEA de grotp&Em6 (TC96799) sont sur-
exprimés dans les graines des lignées RM8NF4bpar rapport au type sauvage (Annexe
2 : données supplémentaires S2). Les génes appatrtaria classe détoxication codent des
protéines liées a la régulation redox par les thidas (Annexe 2 : données supplémentaires
S2). Deux de ces génes codent des lactoglutatiyasss (TC101361 et TC101362) et un
gene code une glutathions S-transferase (TC100571).

2.3 Genes différentiellement exprimés entre les emimns RNAI et de

type sauvage apres six mois de PMS (analyse C)

L’analyse C montre une expression différentiellendhombre plus réduit de genes, 36
étant différentiellement exprimés. Parmi eux, 26t sur-exprimés dans le type sauvage par
rapport a la lignée RNAMtSNF4bimbibées six heures apres six mois de PMS. Lesgyen
observés appartiennent principalement a la claéseall métabolisme (six genes), aux stress
abiotiques (quatre genes) et deux genes sont les&gulation de la transcription (Tab. 2.2 ;
Annexe 2: données supplémentaires S3). Parmi éeesgclassés dans le métabolisme,
certains codent une CHS et une 12-oxophytodionéatectase (TC94407) (Tab. 2.2). Ces
deux genes sont retrouvés a la fois dans I'andtyseC. De méme, parmi les genes associés
aux stress abiotiques, certains codant des nodulitl5 (TC103145 et TC100608) sont
trouvés. Un gene code ur@nRK3 dont 'homologue cheZA. thaliana est une CBL
interacting protein kinase 7 (TC107107). La ségaete la protéine codée par ce géne est
proche de SOS2 (Salt Over Sensitivity), dont laesqpression cheA. thalianainduit un

phénotype de résistance au stress salin (Yang €08a).

Au contraire, 13 génes sont sous-exprimés danyple sauvage par rapport aux
graines RNAIMtSNF4b(Tab. 2.2 ; Annexe 2 : données supplémentairesP2adini eux, deux

genes codant des protéines de transfert des lipsde$ classés dans le groupe des
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Tableau 2.3 : Classification des génes exprimés fdifentiellement dans I'analyse DLes génes du groupe D
représentent des génes dont I'expression est gliffiétle dans des embryons de type sauvage imbpitas aeux

a trois semaines de PMS par rapport a des embd@bgpe sauvage imbibés aprés six mois de postratiaio

a sec. Les génes ont été sélectionnés au moyewgitiel Genespring 7.0 (Agilent) avec une différenc
d’expression relative d’au moins 1,5 et avec unalpe inférieure a 0,01. Les génes supérieurs &dnbplus
exprimés dans le type sauvage imbibé aprés detxisasemaines de PMS et les genes inférieurs asehb
moins exprimés dans le type sauvage imbibé apues@éois semaines de PMS. La classification méedes
génes est effectuée a laide des annotations Mgdlicaruncatula Gene Expression Atlas
(http://bioinfo.noble.org/gene-atlasivZt suit la classification fonctionnelle de genésnCat version 2.0
(MIPS).

Classification >1.5 <15
(P<0.01) (P<0.01)
Métabolisme 14 18
Métabolisme secondaire 9 4
Métabolisme primaire 5 8
lipides, acides gras 1 2
hormones 1 1
sucres 3 5
Sauvetage cellulaire 10 12
Maladie, virulence et défense 4 8
Détoxication 2 2
Réponse aux stress abiotiques 4 2
Paroi cellulaire 4 4
Régulation de la transcription 1 6
Transport cellulaire 0 5
Energie 4 4
Syntheése de protéines 0 9
Post-translation 0 3
Développement 0 4
Signalisation 1 7
Non classés 23 55
Total 57 127

161



Chapitre 2 : Analyse transcriptomique des semede&s truncatulaRNAI MtSNF4b

stress biotiques (TC93922 , TC94143) : un genamane glycosyle hydrolase appartient au
groupe des parois cellulaires (TC106656) et un gédant une ferritine appartient au groupe
de détoxication (TC94500) (Tab. 2.2 ; Annexe 2nrdees supplémentaires S4).

2.4 Genes différentiellement exprimés en relationvec la dormance

dans les embryons de type sauvage (analyse D)

2.4.1 Sur-exprimés

L’analyse des genes différentiellement exprim@espix heures d’'imbibition entre le
type sauvage imbibé aprés deux a trois semainBd&f(dormant) et le type sauvage imbibé
apres six mois de PMS (non-dormant) permet d’'ifientun groupe de 185 génes, liés a la
dormance (Tab. 2.3 ; Annexe 2 : données suppléinentas et S6). Parmi ces genes, 57 sont
sur-exprimés dans le type sauvage dormant. Ersarilile méme systéeme de classification
gue pour les deux premieres analyses, la classgenes lies au métabolisme est la plus
représentée avec 14 génes sur-exprimés, dont 9assntiés au métabolisme secondaire.
Parmi les génes classés dans le métabolisme pein@grtains codent une phospholipide
acyltransférase (TC110884) et trois génes sontdi¢snétabolisme des sucres dont une
invertase vacuolaire (TC96236), une glycerol-3-phase acyltransferase (TC110884) et une
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase (TC103279)b (Ta3; Annexe 2: données
supplémentaires S3). La seconde classe fortemgmésentée est celle liée au stress
(sauvetage cellulaire). Quatre géenes sont liésstess biotiques et codent des ABR17/18
(ABA responsive protein) sur lesquelles nous rediens au niveau de I'analyse commune
des différentes expériences. Les géenes associéstass abiotiques, sur-exprimés dans le
type sauvage dormant par rapport au type sauvagelarnant, sont également associés a la
fin de maturation et a la tolérance a la dessiocnatomme des protéines Late Embryogenesis
Abundant (LEA) et des Seed Maturation Protein. Pasihes, la PM32 (TC108056), dont
I’'homologue cheZ. sativuma été identifié comme étant inductible par unsstieydrique et
par 'ABA, montre une expression spécifique desonfibndries de semences en fin de
maturation et en début d’'imbibition (Grelet et at, 2005). La PM3 (TC101811), dont

’homologue chez le ble WPM-1, code un polypeptide possédant quatre domaines

162



Chapitre 2 : Analyse transcriptomique des semede&s truncatulaRNAI MtSNF4b

163



Chapitre 2 : Analyse transcriptomique des semede&s truncatulaRNAI MtSNF4b

hydrophobes, est induite par 'ABA en lien avedd&rance au froid dans des suspensions
cellulaires (Koike et al., 1997). D’autres géenesgprimés dans les graines dormantes sont
associés a la détoxication, notamment un gene tagenglutamate-cystéine ligase (GCL)
(TC95880) qui est une des enzymes limitantes dgrighése du glutathion (GSH), impliquée
dans le maintien du statut redox de la cellule @@Bet al., 2004). En lien avec la GSH, un
géne codant une lactoylglutathion lyase est égalesar-exprimé (TC107226) (Annexe 2 :
données supplémentaires S5). Cette enzyme est i@ssac la détoxication des
meéthylglyoxales via le systeme glyoxalase | qubagsun alpha-oxoaldéhyde avec une GSH

donnant du S-D-lactoylglutathion (Yadav et al., 200

Des genes codant des protéines de réserves slam&nt mis en évidence dans cette
analyse (Tab. 2.3). lls codent différentes IégumiAect J, qui compte parmi les principales
protéines de réserve chbk truncatula(Gallardo et al., 2003) et sont surexprimés dass |
graines dormantes pendant l'imbibition (TC10025@; 100252, TC100253, TC100259)
(Annexe 2 : données supplémentaires S3). La cldassaéserves lipidiques est représentée
par un gene codant une caléosine (TC104435). Cetipes s'accumulent en fin de
maturation dans les semences et sont inductibleBARA (Naested et al., 2000 ; Purkrtova
et al., 2008). L’homologue de cette caléosine dhethalianaest une protéine spécifique de
'embryon, nommée ATS1, qui s’accumule en fin deurgtion et pourrait jouer un réle dans
'accumulation des réserves et le maintien desttras subcellulaires de I'embryon lors de la

dessiccation (Nuccio et al., 1999, Leprince etl#198).

Un seul gene codant un facteur de transcriptiorégalement induit dans les graines
dormantes (TC107542) (Annexe 2 : données suppléinestS5). Son homologue chaz
thaliana est connu sous le nom @d'HB-12 (ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX
PROTEIN 12) et code un régulateur de croissanasoadition de stress hydrique (Olsson et
al., 2004). EnfinMtSNF4best sur-exprimé dans le type sauvage imbibé ajwes a trois
semaines de PMS par rapport au type sauvage imapiigs six mois de PMS, et confirme la
figure 1.7 du chapitre 1 qui comparait I'expressi@MtSNF4bau cours de I'imbibition entre

des semences dormantes et non dormantes.
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2.4.2 Sous-exprimés

Le groupe de genes sous-exprimés dans les gidanesmntes est associé a la levée de
la dormance et a la promotion de la germination.gehnd nombre de genes est associé a la
reprise de l'activité métabolique de la semence.geamination nécessite I'utilisation des
réserves accumulées en fin de maturation. Or, debreux genes identifiés sont liés a
I'utilisation des réserves carbonées (Tab. 2.3neke 2 : données supplémentaires S6). Des
genes codant une phosphoenolpyruvate carboxyla840@827), une panthoneate kinase
(TC95315), des UDP et ADP- glucose pyrophosphoegad@C94328 et TC107880), une
UDP glucose 6 déshydrogenase (TC100484) et une gaalsturonate 4-alpha-
galacturonosyltransferase (TC111851) ont été ifiéstén lien avec le métabolisme, I'énergie
et les réserves (Tab. 2.3 ; Annexe 2 : donnéed@ugptaires S6). De méme, quelques genes
associés a l'utilisation des réserves lipidiquest setrouves, comme une GDSL-lipase
(TC112323), une lysophospholipase (TC101903) et uyreosphoethanolamine N-
methytransférase (TC112072). Enfin, le seul gémdérechent identifiable comme lié a la
dégradation de réserves protéiques appartienvaidade biosynthése des glutamates et code
une gamma aminobutyrate transaminase (TC110117).plEs des génes liés a la
consommation des réserves, certains genes codentprd¢éines liées a la production
d’énergie comme une ATP synthase gamma chain (IT3). Les systemes de la synthese
protéiqgue sont également activés par I'expressies genes qui codent des sous-unités
ribosomales (TC106680, TC93933, TC106321, TC9650€ 106285, TC110075,
TC103094, TC94000, TC106467). La germination estrith® comme un processus lié a
'allongement cellulaire. Or un géne codant une ogliican endo-transglycosylase
(TC107883), considérée comme un agent clef réglixgansion de la paroi, est également

identifié dans cette analyse.

Divers génes mis en évidence sont liés a la sgatain hormonale (Tab. 2.3 ; Annexe
2. données supplémentaires S6). Les phosphataSegju?2 fonctionnent comme des
régulateurs négatifs de la signalisation par TABRC97909 et TC107841) (Pernas et al.,
2007). Un gene codant une protéine régulée parAdT&93984) est sous-exprimeé dans le
type sauvage dormant. L'étude de mutants pour l#logue de cette protéine chéxz
thaliana, GASA4, a montré qu’elle jouait un rdle d’activatedans la croissance des
semences (Roxrud et al., 2007). La voie de bioggeth de
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A

Sur exprimes

Groupe F
Type sauvage/ RNAi

2-3 semaines PMS Groupe D

Type sauvage
2-3 semaines PMS/ 6 mois PMS

Groupe C
Type sauvage/ RNAI
6 mois PMS

Sous exprimés

Groupe D
Type sauvage

GroupeF 2-3 semaines PMS/ 6 mois PMS

Type sauvage/ RNAi
2-3 semaines PMS

Groupe C
Type sauvage/ RNAi
6 mois PMS

Figure 2.7: Diagramme de Venn représentant les génes différeallement exprimés dans les trois groupes
de geneslLes genes qui montrent une différence d’expressionmale de 1,5 (A) et de -1,5 (B) avec une p-
value de 0,01 sont représentés. Les génes orgéktétionnés avec le logiciel Genespring 7.0 (Agjleen
prenant comme différence minimale 1,5 et une pevalel 0,01. Les diagrammes de Venn ont été obtedas g
au logiciel Gene List Venn Diagrarht{p://mcbc.usm.edu/genevenn/genevenn htm
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I'éthyléene est également activée au travers d’'umegdef de sa biosynthése codant une 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate synthase (TC110792)

Deux génes qui codent des facteurs de transarigtat également sur-exprimés dans
les graines non-dormantes. L'un d'eux code uneépret homologue d'un facteur de
transcription AP2/ERF (At1g21910) (TC97510) et tr@u(TC104057) est un homologue de
'auxine responsive factor 5, ARF5 (Atlg19850Adhaliana Ce dernier géne, aussi connu
sous le nom MONOPTEROS, est un activateur de testrgption impliqué dans la formation

de I'axe embryonnaire et la différenciation desussvasculaires (Hardtke et al., 1998).

2.5 Comparaison des différentes analyses

2.5.1 Sur-exprimés

Dans le but de comparer les différents groupes éeeg définis par les trois

expériences, une analyse en diagramme de Venrréadigee (Fig. 2.7).

La majeure partie des génes exprimeés différeatieht entre le type sauvage dormant
et les lignées RNAMtSNF4bn’est pas retrouvée entre le type sauvage doretalet type
sauvage non dormant, ce qui indique qMBSNF4b induit I'expression de génes
indépendamment de I'état de dormance des semdmeed.8 genes sur-exprimés communs
aux deux analyses D et F sont principalement deRIABL8 (ABA responsive protein)
montrant des similitudes avec les protéines « mghesis related » (TC06449, TC106314,
TC100422 et BQ138448) (Fig. 2.7A, Annexe 2 : dosngepplémentaires S1 et S5). Des
genes associés au métabolisme secondaire et adiaspat également communs aux deux
analyses. C’est le cas de trois chalcones synti@s&k065539, TC106555, TC106554), de
trois chalcones reductases (TC100398, TC100400004X2) et d’'une cafféoyl-CoA 3-O-
méthyltransférase (CCoAOMT) (Fig. 2.7A, Annexe @nnées supplémentaires S1 et S5).
On trouve également des genes codant des protéges a la paroi cellulaire, une

« Xyloglucan-specific fungal endoglucanase inhibitgrotein » (TC107655), une
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« cell wall associated receptor protein » (TC1094€&t deux genes codant des peroxidases
(TC106556 et TC106558) (Fig. 2.7A, Annexe 2 : damgupplémentaires S1 et S5).

Cing génes sont sur-exprimés a la fois dans latyses F et C, donc en lien avec
l'extinction de MtSNF4h indépendamment de la durée de PMS (Fig. 2.7Années
supplémentaires S1 et S3). Il s’agit de genes dagdafacteur de transcription de type MYB
(TC107549), une protéine contenant un domaine SH3RT1653), une enzyme clef de la
synthése des jasmonates, la 12-oxophytodionéatetedd (TC94407) et deux protéines de
transfert de lipides de type MtN5 (TC103145 et T@AMB) (Fig. 2.7A ; Annexe 2 : données
supplémentaires S1 et S3). Ces genes difféeremtieite exprimés dans ces deux analyses
peuvent correspondre, soit a un reliquat d’expossslifférentielle, soit a un effet de
MtSNF4b dans les graines non dormantes. Mais, coffaxgression de MtN5 est la méme
dans les graines imbibées aprés deux a trois semah six mois de PMS, la seconde

hypothése nous semble a privilégier.

Le seul gene commun aux deux groupes C et D estflamonol glucosyde 7-O-
glucosyltransferase (TC107945), impliquée dans é&abolisme des flavonoles (Fig. 2.7A,
Annexe 2 : données supplémentaires S3 et S5). IBe gbuls deux genes sur-exprimés dans
le type sauvage sont communs entre les trois geo(lpeC et D). lls codent une chalcone
synthase (TC106550) et une protéine inconnue passé&th domaine conservé de type
‘heavy-metal-associated’ (TC95122) (Fig. 2.7A, Axae : données supplémentaires S1, S3
et SH).

2.5.2 Sous-exprimés

Trés peu de géenes sous-exprimés dans le typegmpaa rapport aux graines RNAI
MtSNF4bsont communs avec les genes sous-exprimeés ermmetatec la dormance (analyse
D) (Fig. 2.7B, Annexe 2 : données supplémentairds B!, et S6). Ceci confirme que la
régulation des genes différentiellement exprimés lf@tinction de MtSNF4b n’est pas
seulement liée a la différence de I'état de dormaateces deux lignées.

Le seul gene sous-exprime, commun aux analyse®Fe=t une petite HSP (TC97409) (Fig.

2.7B ; Annexe 2 : données supplémentaires S2 etS&hils deux genes sont sous-exprimes
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Enzymes Expériences MtGI TCs
phénylalanine D F C

phenylalanine amonia lyase R L
TC106667
l TC106669
cinnamic acid 4-hydroxylase s TC106704
TC106558
TC106556
TC106554
v TC106554
TC106550
chalcone synthase

TC106555
TC106561
TC106559
TC106537
TC106539
TC100398
v TC100399
chalcone reductase TC100400
l TC100402
hal y TC100604
chalcone isomerase ————
isoflavone synthase TCIVERS
¢ TC106939
HI4’OMT TC100926
2-hydroxy isoflavone dehydratase TC106868
isoflavone 2’-hydrolase BE941365
isoflavone reductase TC107320

l . | TC96312
vestitone reductase TC100886

magnitude de la différence d’expression

médicarpine E N |

5.0 1:1 5.0

Figure 2.8 Diagramme a plage de couleurs représentant les géneodant des enzymes de la voie de
biosynthése de la médicarpine différentiellement gximés entre les embryons de type sauvage et de
lignées RNAIMtSNF4b. L'expérience D représente les génes différentiediet exprimés entre les embryons de
type sauvage dormant et non dormant. L'expériencepFésente les génes différentiellement exprimée des
embryons de type sauvage et RNAi MtSNF4b imbibéesapeux a trois semaines de post maturation a sec.
L'expérience C représente les genes différentiedl@nexprimés entre les embryons de type sauvagiNai
MtSNF4b imbibés aprés six mois de post maturatisea La différence d’expression positive indique sur-
expression du transcrit consensus (TC) dans le sgpwage (pour les expériences F et C) ou dangpke t
sauvage dormant (pour I'expérience D). A gauchepla de biosynthése de la médicarpine dileiruncatula
ou seules les enzymes dont les transcrits sorrdiffiellement exprimés dans I'expérience F sofdqmtées. Le
diagramme a été obtenu au moyen du logiciel Gedesi@ (Graz University of Technology).
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dans le type sauvage par rapport aux lignées RIANF4bindépendamment de la durée de
PMS (entre analyse F et C). Un géne code undiferiTC94500) et un autre une protéine
associée a la dormance et a lauxine (TC107811y.(Ri7B; Annexe 2: données

supplémentaires S2, et S4).

2.6 Caractérisation de I'expression des genes de laocie de
biosynthése de la médicarpine en relation avec laodnance et
MtSNF4b

La classe de geénes la plus représentée dans Bandlyest liée au métabolisme
secondaire. Parmi ces genes, I'extinctiotMi8NF4bsemble affecter plus particulierement la
voie de biosynthese des isoflavonoides, dont I'es droduits cheM. truncatulaest la
meédicarpine (Deavours et al., 200&n effet, 26 genes codant différentes isoformes de
transcrits de cette voie sont sur-exprimés daigple sauvage par rapport aux lignées RNAI
MtSNF4bimbibées aprées deux a trois semaines de PMS. &esgeprésentent 10 des 13
enzymes impliquées dans la voie de biosynthése deédicarpine (Fig. 2.8). On retrouve
trois genes qui codent des phénylalanine ammoagek/PAL), un gene codant une cinnamic
acid 4-hydroxylaseG4H), 10 codant des chalcones synthas&4S), quatre qui codent des
chalcones réductase€HR). Certains génes identifiés sont plus spécifigadsa voie des
isoflavonoides, deux codant des chalcones isongrf3HIl), deux autres codant des
isoflavones synthétasel§§), un gene qui code une 2-hydroxyisoflavone dehlgdeaHID),
un qui code une isoflavone-2’-hydratas2’l ), un qui code une isoflavone réductakeRy,
et enfin un géne qui code une vestitone réductdBe qui est la derniere enzyme de cette
voie de biosynthése (Fig. 2.8). Seul le géne quiecone CHS (TC106550) est retrouvé
différentiellement exprimé entre le type sauvagdestmutants RNAMtSNF4bapres six
mois de PMS (analyse C). Ceci montre que I'expoessiifferentielle de ces génes, liee a
I'extinction de MtSNF4h est couplée a I'état de dormance des grainegctiféement, en
relation avec la dormance (analyse D), les géneartales enzymes du début de cette voie de
biosynthése @HS et CHR) sont trouvés sur-exprimés dans les types sauvdmesants par

rapport aux non dormants, ce qui n'est pas le oas [paPAL. Les génes plus en aval de cette
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Phénylalanine ammonia lyase (TC106609) Chaicone réductase (TC 100400)

25 A 120, B
20 100
5 @
4 10 0
o8& 5
= 20
2 o 1 2 3 0
-oci «a‘, v} ; & O 2 3
T &5 RNAIVESNF5 < QS\V‘ RINAT MIESNF4h
=
i)
% Iseflavone synthase (TC106939) Isofiavone réductase (TC94281)
e C
20
2 2. D
g s 2
i 15
10
5
5
0
o 1 2 3 0
< 1 2 3
e‘?‘ RNA VESIF4b ’\%Qg‘* RNAT MESNE4b

Figure 2.9: Comparaison des expressions de quatre génes codalels enzymes clefs de la synthese de la
médicarpine dans des embryons de type sauvage et tants aprés deux semaines de post maturation a sec.
Les graines de type sauvage (TS), de la lignée Rimioin (RNAi C) et de trois lignées RNAMtSNF4b
indépendantes, sont imbibées six heures a 20°CU@&) phénylalanine ammonia lyase (TC106609), (B un
chalcone réductase (TC100400), (C) une isoflavgmthase (TC106939) (B), et (D) une isoflavone réase
(TC94281) sont analysées par RT-gPCR. Les ARN exitnéits a partir de 50 embryons et les écartsstgoat
donnés pour trois réplicats techniques.

Phénylalanine ammonia lyase (TC106609) Chaicone réductase (TC 100400)
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Figure 2.10 : Comparaison des expressions de quatgenes codant des enzymes clefs de la
synthese de la médicarpine dans des embryons de ¢ypauvage et mutants apres six mois de post
maturation a sec.Les graines de type sauvage (TS), de la lignée iR&#Aoin (RNAi C) et de trois
lignées RNAI MtSNF4b indépendantes, sont imbibées six heures a 20°C.uf® phénylalanine
ammonia lyase (TC106609), (B) une chalcone rédect&€100400), (C) une isoflavone synthase
(TC106939) (B), et (D) une isoflavone réductase94Z81) sont analysées par RT-gPCR. Les ARN
sont extraits a partir de 50 embryons et les étgress sont donnés pour trois réplicats techniques
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voie de biosynthese semblent étre regulés directeaeindirectement paitSNF4bdans les

graines dormantes mais non liés a la différencdodmance.

Dans le but de confirmer ces résultats, une aealgs transcrits par RT-gPCR a été
menée pendant I'imbibition apres deux semainesixetr®is de PMS sur quatre genes
représentatifs de cette voie de biosyntheBAL( (TC106609), CHR (TC100400), IFS
(TC106939), etFR (TC94281)) sur trois récoltes indépendantes (Zig, 2.10 et 2.11). Les
graines d’'une des récoltes imbibées aprés deuxisesnBMS montrent une sur-expression
des quatre genes analysés dans le type sauvagestadlignée de contrdle par rapport aux
lignées RNAIMtSNF4b(Fig. 2.9). LaPAL, laCHR I'lFS et I'lFR sont plus exprimées dans
les embryons sauvages et RNAIi controle que danendsyons RNAIMtSNF4b(Fig. 2.9).
Les graines d'une autre récolte, imbibées apresnsils de PMS, montrent une absence de
différence d’expression entre les différentes lemanalysées pour les quatre genes étudiés
(Fig. 2.10). Ces deux premiers résultats confirngamic 'analyse transcriptomique. Dans le
but de comparer I'expression dans les graines duesaet non dormantes sur la méme
récolte, les graines d’une troisieme récolte oatudilisées aprés deux durées de PMS. Ces
graines sont imbibées soit aprés deux semainesapms six mois de PMS (Fig. 2.11).
L’analyse conjointe de I'expression de ces genes des graines imbibées apres les deux
durées de PMS confirme également que I'expresstam pes génes est moins importante
dans les graines RNAItSNF4bpar rapport aux graines de type sauvage apréssdenaines
de PMS (Fig. 2.11). Enfin, dans les graines appesneis de PMS, I'expression a diminué
par rapport au méme lot de graines aprés deux semde PMS, méme si une différence
d’expression persiste entre les graines de typeag@uet RNAIi pour |&CHR et I'IFR (Fig.
2.11).

Afin de déterminer si les difféerences d’expressaiyservées pendant I'imbibition
préexistent dans I'embryon mature ou bien si edlm# induites durant les premieres phases
de l'imbibition, une cinétique d’expression penddinbibition a été réalisée sur des
embryons de type sauvage, apres deux a trois sesneirsix mois de PMS. Pour les quatre
genes analysés, le taux de transcrits augmente @@nembryons dormants pendant
limbibition (Fig. 2.12). Dans les graines dormag)tkes expressions des quatre génes codant
une PAL, une CHR, une IFS, et une IFR augmentesapte heures d’imbibition. Ces
expressions restent faibles et similaires a calleservées dans les graines seches dans des
graines non dormantes imbibées 24 heures (Fig).2.12
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2.7 Caractérisation de I'expression des genes deMaie de biosynthese de

la médicarpine en relation avec la signalisation desucres

Il a été observé au chapitre précédent que le giueb ses analogues sont capables de
réduire (3-O-methylglucose, glucosamine) ou d’auggere(glucose) la vitesse de germination
des graines dormantes de type sauvage. Le seut suir semble provoquer un effet
différentiel entre le type sauvage et les mutali&ARMtSNF4best le glucose. Il n’est donc
pas possible d’identifier la voie de signalisatigni se situe en amont de SNF4b. C’est
pourquoi dans un premier temps, I'analyse de I'egpion de I@AL, de laCHRet de IIFR a
éte réalisée sur des graines non dormantdgl.deuncatulaimbibées 20 heures a 20°C en
présence de différents analogues de sucres (Hig). Seul le 3-OMG double la quantité de
transcrits de |&AL et de IFR et multiplie par 1,5 celle de IBHR (Fig. 2.13). Le glucose
n’'induit pas de changement significatif d’expresside la PAL et de IIFR alors qu’il
multiplie par 1,5 la quantité de transcrits deClHR. Enfin, le mannose induit une réduction
de I'expression delFR mais pas de IRAL ou de |laCHR (Fig. 2.13). Le seul sucre montrant
un effet activateur sur I'expression de ces geses@nc le 3-OMG. C’est pourquoi son effet

sur I'expression des génes étudiés a été analysedds graines dormantes.

Les genes d®AL et deCHS sont régulés par le glucose et activés par la deie
perception et de signalisation de sucres indépeadies hexokinases chaz thaliana(Xiao
et al., 2000 ; Loreti et al., 2001). Le 3-O-méthytmpse, un analogue du glucose, est capable
d’activer cette voie de signalisation via les traorseurs (Loreti et al., 2001). L'effet du 3-
OMG sur I'expression de IRAL, la CHR et I'lFR a été étudié dans les graines de type
sauvage et les mutants RNRitSNF4bapres deux et quatre semaines de PMS (Fig 2.14).
Aprés deux semaines de PMS, I'analyse par RT-gPGRtr que I'expression différentielle
prévue pour ces trois genes entre les graines e dguvage et les mutants dans I'eau est
confirmée apres 20h d’imbibition (Fig. 2.14A-C). PAL, laCHR et I'lFR sont réprimées de
60% dans les embryons de type sauvage imbibéslel@®MG par rapport a ceux imbibés
dans l'eau (Fig. 2.14A-C). Aprés quatre semainePM&, le 3-O-methylglucose ne réprime
plus I'expression de IRAL , de laCHR et de IIFR dans les embryons de type sauvage (Fig.
2.14D-F).
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Par contre, dans les embryons de mutants RINASNF4h cette régulation
différentielle en fonction du temps de PMS sembigradisparue, les genes étudiés sont sur-
exprimés lors d’'une incubation dans le 3-OMG dassdeux conditions de PMS (Fig. 2.14C,
D).

Pour confirmer I'indépendance de la régulationcgs genes par une voie liée a
I’hexokinase, I'effet d’'un inhibiteur d’hexokinaske, glucosamine, a également été étudié sur
leur expression (Fig 2.15). Le glucosamine induie wépression de I'expression des trois
genes étudiés dans les lignées RNABENF4bcomme dans la lignée de type sauvage (Fig.
2.15). Les difféerences d’expressions de ces tr@meg entre une incubation dans I'eau et une
incubation dans le glucosamine sont similaires dang/pe sauvage et les lignées RNAI
MtSNF4b(Fig. 2.15).

2.8 Discussion

Les analyses transcriptomiques des embryons RMENF4b et de type sauvage
montrent que MtSNF4b régule I'expression de gemes & la défense et au métabolisme
secondaire directement ou indirectement. Le nomBokit de genes différentiellement
exprimés dans les lignées imbibées aprés une P&um que la régulation de ces génes par
MtSNF4b se fait en lien avec la dormance. Les eorsynontrant des différences de vitesses
de germination lorsqu’ils sont isolés des téguméhtg. 1.11), présentent eégalement une
différence de profil d’expression de transcrits,qeé confirme I'idée d’un réle de MtSNF4b
dans I'embryon modifiant la dormance embryonnaiBans un premier temps nous
discuterons de l'implication de MtSNF4b dans laevde biosynthése de la médicarpine, puis
de l'activation des genes de défense et des vaegulation que suggére notre analyse.
Ensuite, nous tenterons de définir la place de NR&Ndans la signalisation des sucres
contrélant I'expression de genes de la voie bid®se de la médicarpine. Enfin, nous
discuterons de I'expression différentielle des saits corrélée avec la dormance chéz

truncatulaen comparaison des données acquises chez d’agpeses.
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Figure 2.15: Effet du glucosamine sur I'expression d’'une PAL d'm CHR et d’'une IFR dans une lignée de
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2.8.1 Implication de MtSNF4b dans la voie de biosyhese de la médicarpine

Le groupe de genes le plus largement représengl'daalyse comparant les graines de
type sauvage et les mutants RNWAiISNF4best lié au métabolisme secondaiPAl, C4H,
CCR CCoAOMT et plus particulierement au métabolisme des flaides et des
isoflavonoides CHS CHR CHI, IFS, HID, IFR et VR). Un seul des genes de cette voie de
biosynthese codant ur@HS (TC106550) est retrouvé dans l'analyse des graiméshées
apres six mois de PMS. Il constitue peut étre wpeession résiduelle puisque cette CHS est
'un des genes les plus différentiellement exprirdéas les embryons de type sauvage par
rapport aux embryons RNAVItSNF4bfaiblement post-maturés. L’activation de cetteevoi
semble donc liée a la dormance et sous controMt8&IF4b. La médicarpine, qui dérive des
isoflavonoides, est une phytoalexine antifongiged¢adfamille des ptérocarpanes produite par
de nombreuseBabaceae(Ingham et al., 1982). La médicarpine est le m#noane majeur
chezM. sativa (Higgins et al., 1972) et s’accumule dans lesussinfectés par un pathogéne
chezV. faba(Hargreaves et al., 1976). La médicarpine seraigl@ment important de la
réponse de défense contre les pathogénes fongiquegie Phoma medicaginishez M.
truncatula (Jasinski et al., 2009). Il a été observé questedr en médicarpine de feuilles
infectées paP. medicaginigtait corrélée au processus d’infection (Jasieskil., 2009). La
voie de biosynthése de la médicarpine a été phéiement étudiée sur des cultures
cellulaires de cals de racines Me truncatula(Farag et al., 2007 ; Naoumkina et al., 2007 ;
2008). La plupart de ces genes sont inductibled’ggposition de cultures cellulaires a un
extrait de levure, reproduisant linfection par pathogéne (Farag et al.,, 2007). Leur
expression au niveau du transcriptome est corrédéBaccumulation de médicarpine
(Naoumkina et al., 2008).

La sur-expression de la 12-oxophytodionétate rédec (Annexe 2: données
supplémentaires S1 et S2) dans les lignées saupageapport aux lignées RNMtSNF4b
indique que MtSNF4b est lié a la voie de biosyrehéis jasmonate pendant I'imbibition. La
12-oxophytodionéate réductase est une enzyme daeflad biosynthese du jasmonate
permettant la réduction du méthyl-jasmonate (Med)asmonate (Stintzi et al., 2001). Le

jasmonate a un effet protecteur contre [linfectiode pathogéne chezA.
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thaliana comme I'a démontré I'analyse de la résistancesaathampignons nécrotrophes du
genrePithium de mutants déficients ou insensibles au jasmaopajayan et al., 1998). Les
jasmonates sont impliqués dans la réponse aus $ir@sques et ont été mis en évidence pour
leur réle dans I'induction de genes de la voie idsynthese de la médicarpine (Naoumkina et
al., 2008). L'induction de cette voie de biosynthgar le méthyle de jasmonate est partielle
(seulement deBAL et laC4H) et seul un éliciteur a base d’extrait de levaduit I'activation

de tous les genes de cette voie (Naoumkina e2@08). Or, bien que la 12-oxophytodionéate
réductase soit toujours sur-exprimée dans les ggaimbibées aprés post maturation, les
genes de la voie de biosynthese de la médicarmnsont plus activés. Ce résultat semble
indiquer que MtSNF4b joue un réle dans I'activatingenes de la voie de biosynthese de la

médicarpine en lien avec la signalisation des jastes.

2.8.2 Réle de MtSNF4b dans la régulation développantale de genes de

défense

Notre analyse transcriptomique montre qu’'un granthbbre d’autres genes liés a la
défense contre les stress biotiques sont sur-egpridiune maniere constitutive dans les
graines pendant la maturation et l'imbibition qualed graines restent dormantes. Au
contraire, dans les mutants RNMtSNF4bdes genes liés aux stress abiotiques tels que des
petites HSP et des protéines LEA sont sur-exprif@éstains géenes tels que ceux codant des
LTP-like ou MtN5, sont différentiellement expriméstre les lignées RNAI MtSNF4b et le
type sauvage indépendamment de la PMS. Leur r&etéel dans le phénotype de dormance
semble donc infirmé. Les MtN5 sont des marqueuécqmes exprimés avant l'infection
durant le développement des nodules dieruncatula(Gamas et al., 1996 ; El Yahyaoui et
al., 2004). MtN5 appartient a une famille non spigae de protéines de transfert de lipides
incluant DIR, une protéine jouant un rble clef ddassignalisation longue distance de la
résistance systémique acquise (Maldonado et #12)20

Certains genes de notre analyse sont sur-exproaé@s des conditions de stress
biotigues chez de nombreuses especes. Chgratens les réponses a l'infection par des
pathogenes du genRithiuminduisent un renforcement des parois, et I'inductle génes de

défense tels que @HSou laPAL ainsi que I'accumulation de jasmonate et d’acide
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12-oxo-phytodionique (OPDA) (Oliver et al., 2009)ne analyse de I'expression de genes
pendant le développement d’embryons d’orge sugégatement que I'embryon met en place
un programme de défense lié au développement edefimaturation, pendant la phase de
dessiccation, caractérisée par la sur-expressi@edes classés dans la catégorie réponse aux
stress biotiques. Cette réponse est notammenti@ssad’expression de genes codant des
protéines de type ‘pathogenesis related’ ainsidgugénes codant des protéines aux propriétés
anti-oxydantes (Nielsen et al., 2006). Une anapeeclonage par PCR soustractif d’ADNc
réalisée sur la papilionacée désertidRetama raetana montré que la dormance de cette
plante est accompagnée d’'une accumulation de tiemmsodant des protéines de type PR10,
des déhydrines et des facteurs de transcriptiotyple WRKY (Pnueli et al., 2002). Au
contraire, des plantes non dormantes soumises &aelitions stressantes accumulent des
transcrits codant des petites HSP et des co-aetikatde la transcription répondant a
I'éthyléne (Pnueli et al., 2002). Les différenteses mises en évidence dans ces travaux sont
similaires a celles observées dans notre analgsedriptomique ce qui semble indiquer que
le phénoméne observé dans les graines dormantsscentrole de MtSNF4b est retrouvé a
I'échelle de plantes entiéres tolérantes a la seske. Les petites HSP et les protéines LEA
sont généralement induites lors de stress abiatigue la plante entiére ou bien par 'ABA
dans les graines (Kermode et al., 1990 ; Abernethal., 1989 ; Wehmeyer et al., 2000).
L'extinction de MtSNF4b semble provoquer une réactide stress abiotigue induisant
'expression de genes associés a la réponse ass stbiotiques. MtSNF4b jouerait donc un
réle dans la mise en place et le maintien de I'sttijpn développementale a la défense,
respectivement pendant la maturation et I'imbilitide graines dormantes permettant de
mieux tolérer les éventuels dommages imposés maatiaque pathogéne.

Il reste a savoir comment MtSNF4b et le complexgual elle participe activent
'expression de ces génes de défense. Dans l'andhgmscriptomique, plusieurs génes
régulés (indirectement) pavitSNF4b sont impliqués dans les phases précoces de cette
activation de la défense. Une premiére indicatieat wenir des genes codant des facteurs de
transcription de type WRKY qui apparaissent plusdois sur-exprimés dans les graines de
type sauvage dormantes par rapport aux graines RWSNF4b Or, ces facteurs de
transcription sont liés a la signalisation lorgéaction de défenses des plantes (Eulgem et al.,
2007). Les WRKY sont une large famille de factadestranscription agissant en réseau et se
liant & des boites W trouvées dans les promotesinsothbreux géenes de défense co-régulés

chezA. thaliana(Somssich et al., 2006). Leur expression a I'delai transcrit est sujette a
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de nombreuses boucles de régulations positiveségatives, ce qui laisse suggérer que
MtSN4b est liée a la régulation de la transcripf@mdant la germination. SNF1 est en effet
connu pour activer des facteurs de transcriptian lgur phosphorylation par le complexe

SNF1 chez la levure (Young et al., 2003). A l'hewaetuelle, les substrats de SnRK1

n’incluent pas de facteurs de transcription. Cepahd a été démontré que SnRK1 orchestre
la signalisation énergétique chi&zthalianapar I'intermédiaire de facteurs de transcriptien d

type « basic leucine zipper » (Beana Gonzalez g2@07).

Un deuxieme groupe de genes présents dans I'aen@byrsscriptomique qui répondent
de maniéere trés précoce et transitoire a desedligt sont quatre genes codant A€k : des
protéines RING-H2 (Serrano et al., 2004). Une awlge mutants 4. thaliana sur-
exprimant unéATL2 montre une sur-expression @éiSet d’'unePAL (Serrano et al., 2004).
MtSNF4b pourrait agir au sein d’'un complexe SnRkhglla régulation de I'expression de
genes liant les stress biotiques et le métabolisevendaire par le biais de I'activation de

facteurs de transcription.

2.8.3 Signalisation des sucres liee a MtSNF4b codalant I'expression de

genes de la voie de biosynthése de la médicarpine

L’'analyse de I'expression des génes de la voie idsybthése de la médicarpine en
réponse aux sucres nous indique que le glucosanedmmannose, n'ont pas d’effet dans les
graines non dormantes (Fig. 2.13). Ce résultabbore ceux obtenus pour I'expression de la
PAL et de laCHSdans les feuilles et les plantuleg\dthalianaqui sont induites par une voie
indépendante de I'hexokinase (Sheen et al., 1988sier et al., 2009). Dans les graines
dormantes, la signalisation de la voie de biosysghde la médicarpine semble donc

indépendante de I'hexokinase.

Partant du fait que seul le 3-OMG a un effet sexpression des genes étudiés,
induction des genes a également été étudiée l@dangraines dormantes. Etonnamment, il a
été montré que, dans ces derniéres, le 3-OMG rédamgenes de la voie de biosynthése de
la médicarpine. Cet effet semble s’amoindrir duflanevée de la dormance et aprés quatre

semaines de PMS, ni l'induction ni la répression sent observables. Donc, dans
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les graines, la signalisation des sucres, via i@ kexokinase indépendante, semble s’inverser
au cours de la PMS. Ceci illustre bien la compéesiipposée de ces voies de signalisation
des sucres chez les plantes, qui dépend forteneehibrdane, du stade physiologique et de
'environnement. A la vue de ce résultat, il semflee I'analyse de I'induction ou de la

répression des genes de la voie de biosyntheserdédicarpine, par le glucose et le mannose
dans les graines dormantes, soit nécessaire a eilleure compréhension du phénomeéne

observeé.

A la différence du type sauvage, dans des graiedagme RNAI dormantes I'expression
des génes de la voie de biosynthése de la médieagpt induite en lien a une exposition a du
3-OMG. Cette induction semble étre retrouvée igddinment de la durée de la PMS (deux
et quatre semaines). Ce résultat peut étre exptigudeux facons : 1) La différence entre type
sauvage et lignées RNAVItSNF4b provient de la dormance moins profonde des lignées
RNAiI MtSNF4b 2) La différence entre type sauvage dormant etdmrmant, ou entre les
lignées RNAIMtSNF4bapres deux a quatre semaines de PMS, et les gdengpe sauvage
dormantes, est due a l'absence de MtSNF4b dansomplexe régulateur (Annexe 1).
L’interprétation de la seconde hypothése est laasue : dans les tissus ne contenant pas
MtSNF4bou dans lesquels MtSNF4b est dissocié de son ex@ptomme les feuilles ou les
graines non dormantes, le 3-OMG active I'expresdi®igenes de la voie de biosynthése de la
médicarpine via une voie hexokinase et MtSNF4bpedéante. Dans les graines dormantes
ou MtSNF4b est associé en complexe durant I'imioibjtcette voie est contournée et/ou
réprimée, via le complexe MtSNF1/MtSNF4b qui egtrirdé par une voie indépendante des
hexokinases. Il semble gu’une inversion progresdivéa signalisation des sucres survienne
durant la levée de la dormance. Cependant, ungsende I'induction de ces génes par le 3-
OMG dans des graines RNMtSNF4bnon post-maturées et totalement post-maturées sera
nécessaire a I'élaboration d’'une unique hypotheseearnant la régulation de la signalisation

de la perception des sucres pendant la PMS eavien MtSNF4b.
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2.8.4 Caractérisation du transcriptome de M. truncéula en relation avec la

dormance

Lors de l'analyse comparant les genes différeetieint exprimés dans les graines
dormantes et non dormantes, 70% des génes sordsadtins les graines non dormantes. Ce
résultat est en accord avec ceux obtenus dansriparaison de I'expression des genes dans
des graines dormantes et non dormant@s tialiang qui montre que 62% a 69% des genes
sont plus exprimés dans les graines non dormafadnian et al., 2006 ; Carrera et al.,
2007). Cependant, le nombre de genes identifiés datre analyse est plus faible que dans
'étude de Carrera et al., (2007) ou plus de 2080eg étaient différentiellement exprimés
contre 200 dans notre analyse. La comparaison cdobre de genes difféerentiellement
exprimés reste cependant difficile a interprétefaiiude la difféerence de technique et du seuil
de détection, ainsi que du fait que notre puce &éDe représente que 40% du génome de
M. truncatula

Le groupe de genes le plus représenté dans Ismatpmparant les embryons
dormants et non dormants appartient au métaboliseeendaire. Par contre, des genes
associés au stress, notamment des ABR17/18 et bB®t®uUvés dans les graines dormantes
mais pas dans les graines non dormantes. Cecibooerdes données obtenues chez
thaliana(Cadman et al., 2006).

Dans cette analyse comparative, aucun gene diffélement exprimeé n’est lié a la
synthése ou la dégradation de 'ABA. Or ch&zthaliang des analyses indiguent que des
génes associés a la synthese d’ABRCEDG6 et 9) sont sur-exprimés dans les graines
dormantes par rapport aux graines non dormanteesigenes associes au catabolisme de
'ABA (CYP707Alet 2) sont sur-exprimés dans les graines non dormg@@dman et al.,
2006). Les seuls genes associés a I'ABA codent mlessphatases 2C (TC97909 et
TC107841), qui ont été identifiées pour leur rokgatif dans la signalisation de I'ABA
(Pernas et al., 2007) et qui sont sous-exprimées ts graines dormantes. Par contre,
’lhomologue du géne codant u@ASA4sur-exprimé dans les graines non dormantes dans
notre analyse est également sur-exprimé dans l@megr non dormantes Al’ thaliana
(Cadman et al., 2006).
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Dans les graines non dormantes, de nombreux gamesxprimés sont associés a
I'utilisation des réserves carbonées, lipidiqguepretéiques et leur utilisation ainsi qu’a la
modification des parois. Ce résultat corroboredralyses précédemment réalisées dhez
thalianaou quatre fois plus de genes appartenant a cesesladont sur-exprimeés dans le type
sauvage (Cadman et al., 2006). Une invertase suirege dans les graines non dormantes,
pourrait notamment étre liée a I'hydrolyse du saccke observée dans les graines non
dormantes dans le chapitre 1. En plus de ceux gu¢di dans le métabolisme, plusieurs génes
associés a la synthése protéigue sont retrouvésléamgraines dormantes par rapport au non
dormantes, notamment de nombreuses sous-unitéoniades. Cette différence qualitative a
déja été observée chéz thalianapar Cadman et al., (2006). Bien que la transaoniptie soit
pas indispensable a la germination (Rajjou et28l04), la néo-synthése de nouvelles sous-
unités ribosomales semble requise pour une gerimmaapide et pour la préparation de la

croissance de I'embryon (Cadman et al., 2006).
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Figure 3.1 : Schéma de classification des transcsiliés aux stress biotiqued.a classification est effectuée a
I'aide du logiciel MAPMAN a partir des données damlyses transcriptomiques comparant le type sauaag
lignées RNAIMtSNF4bimbibées apres deux a trois semaines de PMS (lmgdator 2.0.0). L'intensité
relative des genes provient de I'analyse des dantréascriptomiques par le logiciel Genespring(Agilent).
Les cases de couleur rouge indiquent un géne domiréssion est accrue dans le type sauvage.
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Dans le chapitre 2, les résultats d’analyse tragomsenique des graines de mutants RNAI
MtSNF4b par rapport aux graines de type sauvagdramdrgue la plupart des genes réprimés
sont liés a la défense biotique. Effectivement, analyse des données transcriptomiques par
le logiciel MAPMAN confirme que de nombreux gen&pmmeés dans les mutants RNAI
MtSNF4b se trouvent potentiellement dans la catédonctionnelle des stress biotiques (Fig.
3.1). Dans les graines de type sauvage, I'expnegsiéoces genes est activée pendant la phase
d’'imbibition des graines dormantes. Ceci laissepsspr que MtSNF4b peut jouer un role
dans la défense contre une attaque pathogéne emamtune qualité et une vigueur optimales
des graines en attente de la germination. Danshapitee, nous avons voulu étudier cette
hypothése en nous appuyant sur I'expertise de ipégkcologie, Diversité, Taxonomie des
bactéries phytopathogénes de 'UMR Pavé. Cettepéguravaille sur les mécanismes de la
transmission des bactéries appartenant au genr¢hofaonas ssp sur la légumineuse
Phaseolus vulgarigDarsonval et al., 2008 ; 2009. axonopodigpv. phaseoli eX. fuscans
subsp. fuscans sont des organismes de quarangspensables de la graisse commune du
haricot et sont transmis par les semences de lmtephbte (Darrasse et al., 2007). La
transmission des pathogenes est une problématmgpertante pour les semenciers. Les
champignons, bactéries et virus peuvent en effettédnsmis passivement par les semences
aux plantes adultes et, parmi les pathogénes waésppar les semences, les bactéries sont
particulierement problématiques étant donné le mertimité de stratégies de contrdle de ces
pathogenes (Darsonval et al., 2009).

L'interaction entre plantes et pathogenes peut meod a la réussite de linfection
(interaction compatible), soit & une résistanceefaction incompatible). Dans le cadre d'une
interaction incompatible, l'infection par un virugje bactérie ou un champignon élicite des
réponses localisées dans et autour des cellulestésfs de I'hnéte. Ces réponses incluent un
choc oxydatif pouvant mener a la mort de la cellldgpathogéne est ainsi confiné dans une
zone de cellules mortes, limitant ainsi sa diffastepuis le site d'infection initial (Lamb et
Dixon, 1997; Kombrink et Schmelzer, 2001). Les rigas locales incluent des changements
dans la composition des parois pouvant inhiber daéfration des pathogenes, et la néo-
synthese de composés antimicrobiens tels que ddgsghkxines ou des protéines associees
aux pathogenes (PR) (Heil et Bostock, 2002). Ers ple cette réponse locale, un signal se
diffuse dans la plante et induit des changememrtgEssion de géenes dans des parties non
infectées des plantes. Cette réponse systémiqug,idans de nombreux cas, la production

de phytoalexines et de protéines PR (van Loon.g1@®7; van Loon et van Strein, 1999). Les
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Figure 3.2: Alignement protéique des protéines arotées PR10 dans l'analyse transcriptomique.
L'alignement est réalisé au moyen du logiciel Miirttghttp://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.htnl Les
acides aminés représentés par des lettres rouges@tservées. Les acides aminés codés par des Ibitues
ou noires représentent une différence d'une pretaitautre.
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genes dont I'expression est réduite par I'extinctie MtSNF4bsont associés a la synthese de
phytoalexines (médicarpine), a la modification @@éaroi cellulaire (glucanases, peroxidases)

et a des protéines PR10 (chapitre 2).

Dans ce chapitre, nous avons d’abord vérifié I'espion différentielle d&itPR10entre
le type sauvage et le mutant RNKitSFN4baux niveaux transcriptionnel et traductionnel.
Puis, avant d’évaluer le role dtSNF4bdans la résistance aux pathogenes dans les graines
dormantes deM. truncatula, une caractérisation du pathosystéXenthomonasssp /M.
truncatula R108 a été réalisée sur de jeunes plantules amecdizaine de souches de
Xanthomonagour identifier des souches compatibles et incoiblgst Ensuite, 'impact de
I'inoculation de deux souches d&nthomonassur la physiologie des semences Me
truncatula a été étudié. Une étude de la sensibilité des rssgsea deux souches de
Xanthomonascompatible et incompatible a été réalisée paralyme des dynamiques des
tailles des populations bactériennes durant liitibiln Enfin I'impact de I'extinction de
MtSNF4b sur les défenses contre les stress bigiges semences a été étudié par le biais
d’'une analyse de la dynamique des tailles des ptipnk bactériennes de deux souches de
Xanthomonaslans des lignées RNAiI MtSNF4b.

3.1 Impact de I'extinction de MtSNF4b sur I'expres®n de MtPR10

Lors de l'analyse transcriptomique par puce a ADNoe importante classe
fonctionnelle de génes sur-exprimés dans les embrygle type sauvage par rapport aux
embryons RNAIMtSNF4b est associée aux stress biotiques (Fig. 3.1). iPEsngenes
différentiellement exprimés, neuf codent des prmgiproches de « pathogenesis related
protein 10 » (PR10). Les PR10 appartiennent a maillla des PR qui est un groupe de
protéines caractérisées par leur faible expresfiasale dans les tissus sains et leur
accumulation dans les tissus infectés par un patt®(Sels et al., 2008). Les PR10 forment
une large famille de PR dont I'activité serait ribclease-like (Somssich et al., 1986). Parmi
les transcrits présents dans l'analyse transcripoen TC106614, connu sous le nom
MtPR10-1(Gamas et al., 1998), est sur-exprimé dans le $gpeage par rapport aux lignées
RNAiI MtSNF4bimbibées aprés deux a trois semaines de post atiatura sec (PMS) (Fig
3.2, annexe 1). Les autres transcrits annotés x Rélés par I'analyse transcriptomique ont

une forte homologie de séquences protéiques ave&Mi-1 (Fig. 3.2).
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Figure 3.3 : Cinétique d’expression deMtPR10-3durant I'imbibition. La quantité relative de transcrits de
TC109466 MtPR10-3 de graines dormantes (cercles vides) et non ddesdcercles pleins) dd. truncatula
est analysée par RT-gPCR a 0, 6 et 24 heures ditidni (A). L'abondance des transcrits M¢PR10-3dans
des embryons de type sauvage (TS), témoin RNAi (REA et mutants RNAIMtSNF4b a six heures
d’'imbibition aprés deux semaines (B) ou six moi$ (€ PMS. Les extractions d’ARN sont réalisées Xur
graines pour chaque point, et I'écart type est dgrour trois réplicats techniques.
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Figure 3.4 : Expression de la protéine MtPR10-1 petant I'imbibition de graine de M. truncatula . Les
protéines solubles de trois lignées exprimdt®NF4bet trois lignées RNAMtSNF4bsont extraites aprés six
heures (A et C) et 36 heures (B et D) d'imbibit@r20°C dans des graines dormantes. Deux westets blo
représentatifs de six heures (A) et 36 heures {Bjbibition sont montrés. lls ont été répétés trdiquatre fois
par échantillon et I'intensité du marquage a é@@ntjtiée a I'aide du logiciel Quantity One (Biora@) et D) et
ramenée a l'intensité observée dans le type sauliageécarts types sont calculés pour ces réplitats t-test a
été réalisé avec une p-value seuil de 0,05.
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Afin de confirmer I'analyse transcriptomique pac@@a ADNc concernant I'expression
des genes codant des PR10, une analyse en RT-get@Réalisée sur des embryons de type
sauvage dormants et non dormants au cours d'uribifioi & 20°C (Fig 3.3A). L'expression
de TC109466 (nommé idiltPR10-3 augmente de soixante fois dans les embryons adsma
apres six heures d'imbibition et se maintient aigeau aprés 24 heures. Dans les embryons
non dormants, l'expression ddtPR10-2 n'augmente que de dix fois aprés six heures
d'imbibition et retrouve son niveau d’expressioitiah aprés 24 heures d'imbibition ou la
quantité de transcrits est équivalente a cellevffewdans les graines séches (Fig. 3.3A). Il
semble donc que I'expression M#PR10-2soit activée dans les graines dormantes pendant
'imbibition. L'effet de I'extinction déMtSNF4bsur I'expression deltPR10-2a également été
evalué apreés six heures d'imbibition sur des gsatleetype sauvage d'un témoin RNAI et de
trois lignées RNAIMtSNF4bindépendantes, aprés deux semaines ou six md/ide (Fig.
3.3B et 3.3C). Aprés deux semaines de PMS, l'egmesleMtPR10-2est deux a quatre fois
plus élevée dans les embryons de type sauvagecent&le que dans les embryons RNAI
MtSNF4b(Fig. 3.3B). Dans les embryons imbibés aprés sixssmde PMS, I'expression de
MtPR10-2est similaire dans toutes les lignées (Fig. 3.3t8s résultats confirment donc
l'analyse transcriptomique par puces a ADNc coradria différence d’expression de
MtPR10-2entre les lignées de type sauvage et les lignéesi RRSNF4b, en lien avec la

dormance.

hY

Afin de vérifier si la différence d'expression d€R10 observée a I'échelle
transcriptomique se retrouve a I'échelle protéigue, analyse par western blot a été réalisée
sur des extraits protéiques solubles de graineésrestimbibées six heures et 36 heures a
l'obscurité a 20°C a l'aide d'un anticorps initiadmt dirigé contre une protéine du chevelu
racinaire deP. sativumPsRH2 (Fig. 3.4). Ramos et al (2003) ont montré et anticorps
anti-PsRH2 reconnait I'homologue de PsRH2 ddezruncatula, MtPR10-1 (TC106614).
Les transferts ont été réalisés au minimum trasd$ar deux répétitions biologiques. La taille
attendue de la protéine MtPR10-1 est 12 kDa (Raetcs., 2003). Pour les deux temps
d’'imbibition, une bande est détectée aux enviroes1@ kDa et l'expression est plus
importante dans les embryons de type sauvage etritedle que dans les embryons RNAI
MtSNF4b(Fig. 3.4). Ce résultat confirme que I'extinctide MtSNF4bimpacte I'expression
de MtPR10-1 a I'échelle protéique dans les semalaresantes d®l. truncatula.

200



Chapitre 3 : Impact de MtSNF4b sur la croissancEatghomonas

Tableau 3.1: Symptémes foliaires de plantules deM. truncatula cv. R108 inoculées avec différentes
souches deXanthomonasspp représentant différents pathovars.Des plantules agées d’'une quinzaine de
jours sont inoculées par infiltration sous vide sldes suspensions aqueuses titrant®afd/nl. Les plantules
inoculées sont incubées a 25°C pendant une dizi@ijeurs. Les symptémes sont relevés aprés 214 pturs

d’incubation et les photographies sont représemsatiies symptdomes majoritairement observés.

Souches de Xanthomonas

Jours aprés inoculation

Xanthomonas axonopodis Basde Pas de Pas de
pv. glycines . 5 5
CFBP 2526 symptéme symptéme symptéme

Xanthomonas axonopodis Pas de
pv. phaseoli 2

symptdéme
CFBF 4834-R ymg

Xanthomanas axonopodis
pv. phaseoli
CFBP 6461

Xanthomeonas axonopodis
pv. phaseoli
CFBP 6989

Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli
CFBP 6994

Xanthomeonas axonopodis
pv. alfalfae
CFBP 3836

Xanthomonas campestris
pv. Campestris
ATCC 33913

Pas de
nouveau
symptéme

Pas de
nouveau
symptéme
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3.1 Interaction entre M. truncatula cv. R108 et différentes souches de

Xanthomonas

CertainsXanthomonassont connus pour leur capacité a contaminer lexesees de
papilionacées durant le cycle végétatif de la glamere, contaminant ainsi la génération
suivante (Darrasse et al., 2007). Dans le but digtdlimpact de I'extinction deitSNF4bsur
les populations d&Xanthomonagians des graines dormantes imbibées, le pathosyste
truncatulacv. R108 versu¥anthomonas été caractérisé. Des suspensions contenint 10
unités formant colonies (ufc)/ml de souches>Xdmnthomonasont ainsi été inoculées par
infiltration sous vide du systeme aérien de plagulgées d’'une vingtaine de jours. Les sept
souches utilisées sont : quatre soucheX.dexonopodigv. phaseoli (CFBP 4834-R, CFBP
6461, CFBP 6989, et CFBP 6994), une souch¥.dexonopodigpv. glycines (CFBP 2526),
une souche dX. axonopodigv alfalfae (CFBP 3836) et une soucheXdeampestriv.
campestris (ATCC 33913). Les feuilles des plantate® plongées dans les inocula et placées
dans une chambre a vide pendant deux minutes gnession inférieure a 0,02 MPa. La
rupture du vide dans la chambre permet linfilmatide I'eau et des pathogenes qu’elle
contient dans les espaces intercellulaires. Lestgdasont mises en culture a 25 °C pendant
une dizaine de jours a raison de 16 heures de tarpar jour, et 95% d’humidité relative. Les
symptémes sont notés apres deux, quatre et onee ¢kincubation suivant une échelle de
notation a trois classes : 1) pas de symptomeyr@p®mes évolutifs gras, et 3) symptdomes
rapides de nécrose (Tab. 3.1). L'inoculationXdeaxonopodispv. glycines ne conduit au
développement d’aucun symptéme sur les plantulesMietruncatula durant la période
d'incubation (Tab. 3.1). La souche He campestrigov. campestris (Xcc33913) induit une
forte réaction d’hypersensibilité visible dés le@sd jour d'incubation et aucun symptéme
evolutif n'apparait par la suite (Tab. 3.1). Cemptdmes sont typiques d’une interaction
incompatible. Les souches de axonopodigpv. phaseoli CFBP 6461, CFBP 6989, CFBP
6994 ainsi que la souche de axonopodigv. alfalfae induisent des symptémes précoces
rappelant ceux d'une réaction d’hypersensibilitéactrisée par une nécrose localisée des
feuilles visibles a partir du second jour dincidyat Mais l'apparition de symptéomes
evolutifs d'aspect mouillé gras apres 4 et 11 jdiircubation indique qu’ils ne correspondent
certainement pas a une HR. Le flétrissement edicpbgérement visible au niveau des

hydatodes, des stomates aquiferes a l'extrémité fdisles (Tab. 3.1). Enfin, la
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Interaction compatible

Xanthomonas axonopodis
pv- phaseoli

CFBP 4834

Inoculation + 4 jours a 25°C

Pouvoir pathogene: invasif et tardif

Jem Taches grasses

Interaction incompatible

Xanthomonas campestris
pv. campestris

ATCC 33913

Inoculation + 2 jours a 25°C

HR: non invasif et rapide

Nécroses
papyracées

Figure 3.5: Symptdomes sur feuilles deM. truncatula consécutifs a l'inoculation de deux souches de
Xanthomonasen interaction compatible et en interaction incomptible. Les symptémes caractéristiques de
l'interaction entreM. truncatulg X. axonopodispv. phaseoli (CFBP 4834) a gauche Xet campestrispv
campestris (ATCC 33913) a droite sont montrés iEsmament apres quatre et deux jours d’'incubati@beC

(HR= Réaction Hypersensible).
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souche deX. axonopodigv. phaseoli CFBP 4834 n’induit pas de symptomiésqres, mais
des symptdmes évolutifs a I'aspect gras sont esibprés quatre et onze jours d'incubation
(Tab. 1). La caractérisation des pathosystemesesyslantules permet donc de définir deux
types d’interactions typiques rencontrées dansathgsystéme, compatible et incompatible,
qui seront testées au niveau des semences danfidade ce chapitre. La dynamique des
tailles des populations bactériennes sur graindsraeau travers de I'étude He axonopodis
pv. phaseoli CFBP 4834 (Xap 4834-R) en situatiommatible (Fig. 3.5A) et au travers de
I'étude deX. campestripv. campextris (Xcc 33913) en situation incomgat{ig. 3.5.B).

3.2 Impact de linoculation de souches deXanthomonas sur la

physiologie des semences & truncatula

Dans un premier temps, I'impact de l'inoculatiors dectéries sur la physiologie des
semences deéM. truncatula a été évalué notamment du point de vue de lasateie
germination, sur laquelle MtSNF4b agit, mais égaetsur le pourcentage de mortalité. Les
deux souches d¥anthomonades plus contrastées du point de vue de l'interacvecM.
truncatulg i.e. X. axonopodigpv. phaseoli (Xap 4834-R) ef. campestrigov. campestris
(Xcc) ont été utilisées pour inoculer des semertedV. truncatula de type sauvage
préalablement imbibées pendant six heures. L'img@tinoculation par infiltration sous vide
a été évalué sur la lignée de type sauvage aveindesla contenant IQufc/ml, avec un
témoin négatif infiltré sous vide avec de I'eawettémoin non infiltré. Les semences ainsi
traitées sont incubées a 20°C et 16 de lumiere. drages témoins non infiltrées sont
caractérisées par ungpgld’environ vingt jours (Fig. 3.6). Les graines ltrBes montrent
toutes une forte augmentation de la vitesse deigation, avec une sp de cing a six jours.
Aucune différence significative n'est notée enerééimoin infiltré dans I'eau et les semences
infiltrées par les deux souches ¥anthomonagFig. 3.6). L'infiltration sous vide réduit la
dormance des semences Me truncatulg mais les deux souches de pathogenes testées ne

modifient pas la dormance par rapport a une iafithn avec de I'eau.

Le taux de mortalité des semences a égalementé\@®ié aprés trente jours
d'imbibition a 20°C pour le type sauvage et trajgées RNAIMtSNF4bindépendantes non
infiltrées, infiltrées avec de I'eau, une soucheXde 4834-R ou une souche de Xcc (Fig. 3.6).

Aucune différence significative de mortalité n‘esservée entre les lignées de type sauvage
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Figure 3.6: Effet de I'inoculation sur la germination et la nortalité des semences dil. truncatula. (A) Les
graines de type sauvage kle truncatulacv. R108 sont imbibées puis infiltrées sous vidasdune suspension
contenant 1 x 10ufc/ml (triangles) ou de I'eau (cercles vides),tdéenoin non infiltré est trempé dans I'eau
pendant deux minutes a pression atmosphériquelésepleins). Les souches utilisées pour l'infifmatsontX.
axonopodispv phaseoli CFBP4834-R (Xap ; triangles pleins)Xetcampestrispv campestris ATCC 33913
(Xcc ; triangle vide). (B) Le pourcentage de senesnmmortes aprés 30 jours d’incubation & 20°C dteifies de
lumiere est relevé pour une lignée de type saueag®is lignées RNAMtSNF4b Le LSD est donné pour 50
graines avec une p-value de 0,05.

E B

O 8- 8 1

L

3

87 7]

/7]

S 6 61

T

2 54 21

2

Q2 4 ® Typesauvage 4 8 ;;r(\]p:.s‘lauvage

< O RNAi 4 '

[}

= 3 : ; ‘ ; ;3 . ‘ ‘ . )
0 2 4 6 8 10 O 2 4 6 8 10

Incubation (jours aprés inoculation)

Figure 3.7: Dynamique des tailles des populations de la floreotale (A) et deX. axonopodispv. phaseoli
(B) dans des semences dé. truncatula. Les graines d&l. truncatulacv. R108 d’'une lignée sauvage (cercles
pleins) et d’'une lignée RNAWtSNF4b(cercles vides) sont imbibées a 25°C pendant sixds avant d’étre
infiltrées sous vide dans une suspension titraftuf@ml de X. axonopodigv. phaseoli CFBP 4834-R. Les
graines sont ensuite incubées a 25°C. Les écas sont donnés pour chaque point représentanhapenne
de trois échantillons de cing graines.
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imbibées ou infiltrées dans l'eau vis a vis deeselimbibées avec les deux souches de
XanthomonagFig. 3.6). De méme, aucune augmentation de nit@rtaest retrouvée pour les
trois lignées RNAIMtSNF4b par rapport au type sauvage. L'inoculation de Isesicde
Xanthomonaspendant ['imbibition n'affecte donc pas la mortaldes semences dd.
truncatula De plus aucun symptdome d’hypersensibilité ou devpir pathogene’apparait
sur les semences au cours de l'imbibition alors lgsiebactéries sont présentes et vivantes

dans la graine comme le montre la suite de ce thapi

3.3 Impact de l'extinction de MtSNF4b sur le dévelppement de

Xanthomonasdans les semences dé. truncatula.

3.3.1 Dynamique des tailles des populations bacténines en situation

compatible

Dans le but dévaluer I'impact de I'extinction det3INF4b sur le développement de
pathogénes en situation compatible dans les sesielaceouche Xap 4834-R est inoculée a
des semences dd. truncatula Les semences sont imbibées pendant six heurdbéesh
aprés quatre semaines de PMS avant d'étre inocaMéesune solution contenant’ 1c/ml
puis incubées a la lumiere. Le liquide obtenu apraacération de cinq graines
individuellement pendant 2 minutes dans de I'eiatiliée stérile est étalé aprés dilution sur
du milieu gélosé TSA10% avec et sans rifamycine $@uches Xap 4834-R et Xcc 33913
étant résistantes a la rifamycine, le milieu sa@lasnycine permet la quantification de la flore
totale alors que le milieu avec rifamycine perngetjuantification des pathogéenes inoculés.
Lors d'une incubation a 25°C, 'augmentation dddifle des populations est trés rapide,
passant de 1xf@fc.mi* & 1x10 ufc.m* en seulement deux jours pour la flore totale detyp
sauvage et de la lignée RNRMtSNF4b(Fig. 3.7A). La taille de la flore totale se maamti
ensuite entre 1x¥Oufc.ml* et 1x16 ufc.mi* jusqu'a dix jours aprés inoculation sans
différence entre le type sauvage et la lignée RM&SNF4b(Fig. 3.7A). La flore inoculée
(Xap 4834-R) suit la méme tendance, culminant %1xfc.ml* entre deux et quatre jours

apres inoculation et diminuant légérement poury/pe tsauvage apres dix jours d'incubation
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Figure 3.8: Dynamique des tailles des populations dX. axonopodispv. phaseoli CFBP 4834-R (Xap)
inoculées dans des semences Bk truncatula a 20°C. Les graines dl. truncatulacv. R108 d'une lignée
sauvage (cercles pleins) et de trois lignées RM#E8NF4bindépendantes (symboles vides) sont infiltrées sou
vide dans une suspension de Xap titrarftuifé/ml . Les graines sont ensuite incubées a 20°@ taille de la
flore bactérienne totale (A) et de la flore ino@u(8) sont présentées pour trois échantillonsinig graines (+/-
écart type).
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Figure 3.9 : Impact de la germination sur la dynamjue des tailles des populations bactériennes a 20°C
Les graines d#. truncatulacv. R108 d'une lignée sauvage (cercles pleingledrois lignées RNAMtSNF4b
indépendantes (symboles vides) sont imbibées a 20°@filtrées sous vide dans une solution conteten
soucheX. axonopodipv. phaseoli CFBP4834-R. Les graines sont ensstehées a 20°C et la flore totale (A)
et la flore inoculée (B) sont présentées pourrais £chantillons de cing graines (+/- écart type)
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(Fig. 3.7B). Comme pour la flore totale, aucundédénce significative n'est observée entre

les deux lignées dd. truncatula

Les flores totale et inoculée montrent des maximmlares dans les semences de type
sauvage et de type RNMtSNF4b Cependant, 'augmentation de la taille des pdmria
étant trés rapide dans les conditions retenuesgauxieme essai a été conduit a 20°C,
condition moins favorable a la croissanceXdmthomonasafin de pouvoir éventuellement
observer des différences entre la lignée exprint®NF4b et trois lots de semences RNAI
MtSNF4bindépendants (Fig. 3.8). La dynamique bactérieglobale est ralentie et la flore
totale ne rejoint que 1x2@ifc.mi* aprés trois jours d'incubation (Fig. 3.8A). De neéra
dynamique de la flore inoculée est ralentie etejeimt que 3,2x10ufc.mi* aprés deux jours
d'incubation (Fig. 3.8B). Cependant aucune difféeerde dynamique des tailles des
populations bactériennes n'est observée entrgpte dguvage et les lignées RNMISNF4b

pour la flore totale comme pour la flore inoculéey( 3.8A et 3.8B).

La teneur en protéine MtSNF4b diminue rapidemenésfa germination des semences
de M. truncatula (Rosnoblet et al., 2007). Dans le but de savoilasgermination et la
dynamique bactérienne sont corrélées, une comparardre la quantité de bactéries dans les
graines germeées et non germees a été réalisée Aptasures d'incubation a 20°C pour la
lignée de type sauvage et trois lignées RMABNF4b (Fig. 3.9). Dans les graines non
germées comme dans les graines germées la quamtiigctéries correspond & 1Xfc.mf*
pour les lignées sauvages et pour les lignées RIMBNF4b Aucune différence significative
n'est observée entre graines germées et non gepuoaeda flore inoculée comme pour la
flore totale (Fig. 3.9A et B). La quantité de baieté n’est donc pas corrélée a la germination
des semences dé. truncatulg ce qui corrobore le résultat obtenu dans la @gm&cédente

concernant I'absence d’'impact de l'inoculation lsugermination.

3.3.2 Comparaison des dynamiques bactériennes emétion de la
compatibilité du pathosysteme

Dans une situation d’interaction compatible, XaB4HR se développe de fagon similaire
dans les graines sauvages et dans les graines RINF4b Afin d’étudier I'impact de

MtSNF4b en situation d’interaction incompatibles ldynamiques des tailles de populations
bactériennes ont été suivies en situation incorblgafinoculation avec Xcc 33913) et en
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Figure 3.10: Comparaison des dynamiques des tailles des populatis bactériennes totales, deX.
axonopodispv. phaseoli et deX. campestrisispv. campestris dans des semences bk truncatula. Les
graines deM. truncatulacv. R108 d’'une lignée sauvage sont imbibées a 2@@ant six heures avant d’'étre
infiltrées sous vide dans une suspension de lahsodc axonopodispv. phaseoli CFBP4834-R (Xap ;
compatible (barres grises)) ou de la soughecampestrigov. campestris ATCC 33913 (Xcc ; incompatible
(barres noires)). Les graines sont ensuite incuB2gsurs a 20°C et les tailles des flores totélim@culées sont
présentées pour trois échantillons de cing graine$cart type).
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Figure 3.11: Comparaison des dynamiques des tadledes populations bactériennes totales dX.
axonopodispv. phaseoli et deX. campestripv. campestris dans des semences Me truncatula. Les graines
de M. truncatulacv. R108 d’une lignée sauvage (TS), d'une lign8ARde contrdle (RNAIi C), d’une lignée de
contréle transformée avec un vecteur vide (RNAIi &f) de trois lignées RNAMtSNF4b indépendantes
(symboles vides) sont imbibées six heures a 20dhtad’étre infiltrées sous vide dans une suspend@ta
soucheX. axonopodigov. phaseoli CFBP 4834-R (A et B) (compatible) dmila soucheX. campestrigv.
campestris ATCC 33913 (C et D) (incompatible) titra 10 ufc/ml. Les graines sont ensuite incubées & 20°C e
les tailles de la flore totale (A et C) et la flarmculée (B et D) sont présentées pour trois édlars de cing
graines (+/- écart type).
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situation compatible (inoculation avec Xap 4834sR) semences sauvages. Les dynamiques
obtenues pour la souche Xap 4834-R en flore tahlen flore inoculées sont similaires a
celles observées précédemment dans les mémesicosdkig. 3.8 et 3.10). Les quantités de
Xap 4834-R rejoignent les valeurs maximales obssrygrécédemment avec entre 1%10
ufc.ml™ et 1x10d ufc.ml* aprés 24 & 48 heures d'incubation (Fig. 3.10A etOBs premiers
résultats indiquent une bonne reproductibilité @elynamique en situation compatible sur
deux récoltes indépendantesMetruncatula

Les populations de Xcc 33913 suivent la méme tecel@ue celles de Xap 4834-R
dans les semences Nk truncatula(Fig 3.10A) ; il en est de méme pour la flore etd-ig.
3.10B). Pour s'assurer de l'absence de différedeasynamique bactérienne entre les deux
souches d&Xanthomonasur une durée plus importante, un prélévementléomgntaire a été
effectué aprés 22 jours d'inoculation a 20°C (Bi@OA et B). Ce relevé montre que les tailles
des populations de Xcc 33913 et de Xap 4834-R diemnihapres 22 jours dans les graines de
type sauvage avec 1xX10fc.ml* pour les deux souches inoculées et avec “4uftOmI* pour
la flore totale Par ailleurs, aucune différence n’est observéedatsituation compatible et la

situation incompatible concernant les tailles dpytations bactériennes.

Afin de déterminer I'impact de I'extinction ddtSNF4bsur la dynamique bactérienne
lors d’'une situation d’interaction incompatible uimeculation a été réalisée avec la souche
Xcc 33913. Des semences de type sauvage, de eetr&NAIMtSNF4bde M. truncatula
sont imbibées pendant six heures aprés deux moRMfe et inoculées avec Xcc 33913 et
Xap 4834-R. Les dynamiques bactériennes sont ééalipendant deux jours d'incubation a
20°C et deux points de mesure supplémentaires & dteures) ont été ajoutés par rapport
aux dynamiques précédentes afin d’évaluer le tesepdémarrage de la croissance dans les
deux cas (Fig. 3.11). Les points de cinétiqgue &uftiels a 6 et 12 heures permettent
d'observer que le démarrage de la dynamique a&hé&e 12 et 24 heures apres l'inoculation
initiale avec Xap 4834-R comme avec Xcc 33913 (Bifj1l). Avant ce démarrage la quantité
de bactéries des deux souches inoculées reste gandlant les 12 premieres heures pour la
lignée sauvage et les lignées RNiISNF4b(Fig. 3.10A). Le maximum d’ufc observé pour
la flore inoculée (1x1Dufc.miY) et la flore totale (1x10ufc.mr?) est atteint en 48 heures
d'incubation (Fig. 10C et10D). La dynamique baet@me de I'inoculation avec Xcc 33913
dans les semences bk truncatulaest identique dans les semences de type sauvdeg et
semences RNAIMtSNF4b La dynamique de tailles des populations bactédende
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Xanthomonas’est pas affectée par I'extinction de MtSNF4b #gunagion incompatible (Fig.
3.10).

3.4 Discussion

Dans cette partie il a été démontré que I'extimctie@ MtSNF4binduit une diminution
de la teneur en PR10 a I'échelle du transcrit dadwotéine. Par contre, cet effet n'impacte
pas le développement de bactéries du geXaethomonasen situation compatible et
incompatible dans des semences imbibées. Enfirs Ensemences, les dynamiques des
tailles des populations bactériennes en situationpatible et incompatible sont identiques.

Les travaux préliminaires de mise en place du gfteme ont permis de confirmer
gueM. truncatulaest un héte d&. axonopodigpv. phaseoli. Ces essais ont également mis en
évidence une interaction différentielle de la lignéestée face aux représentants des
différentes lignées génétiques de ce pathogeneffEt) les agents responsables de la graisse
commune du haricot forment un ensemble complexepoamant quatre lignées génétiques
distinctes (Alavi et al., 2008). Nous montrons dueraction avec le représentant de la
lignée fuscans (Xap 4834-R) induit des symptdmesactéristiques d’'une situation
compatible, alors que les symptébmes engendrésepaeprésentants des trois autres lignées
sont moins caractéristiques, faisant initialemesgniger a une réaction incompatible (visible
tres rapidement) mais devenant évolutifs. Il sergigressant de reproduire ces essais sur
d’autres lignées deM. truncatula pour mettre éventuellement en évidence des hotes
différentiels pour ces lignéeX. axonopodigv. glycines est un pathogéne du soja et nous
montrons que la souche testée n’induit aucun symgtéurM. truncatula, confirmant la
spécificité d’hote restreinte, bien connue au sigirce genre bactérien ainsi que la finesse de
reconnaissance de la part de la plante hote. Nmathosysteme peut donc se révéler
intéressant du point de vue de I'étude des mécarisms en place dans le cadre d'une
interaction compatible et incompatible.

Malgré les différences flagrantes d'interactiotreeiXap 4834-R ou Xcc 33913 sur les
feuilles deM. truncatulg on note lI'absence de différence de comportemenbectéries sur
semences imbibées en situation compatible (Xap-#933du en situation incompatible (Xcc)
et I'absence de différence de réaction de la partadplante héte (mortalité). Ceci semble

indiquer que la graine n'active pas de mécanisrme®tense spécifiques face a la présence de
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XanthomonasLe développement asymptomatique de souch¥aithomonasur graines a
déja été observé sur le haricot (Darrasse et@0D.7 2 Il a également été montré que lors des
étapes précoces du développement de la plantulartir ple graines contaminées, le
comportement des bactéries en situation compaiifbempatible ou nulle était comparable
(Darsonval, 2008). Par ailleurs, une absence ddtioin des mécanismes de défense laisse
penser que la plante ne percoit pas ou ne réagjid e présence des bactéries lors des étapes
précoces du développement. La localisation desogaties dans la graine pourrait nous
renseigner sur I'absence de réaction de la semémseXanthomonassont présentes sous
deux types de populations dans les plantes, gektat agrégées en biofilm (Jacques et al.,
2005). Cependant leurs localisations cellulairetissulaire dans les semences restent
incertaines. Les bactéries nécrotrophes coamhomonasont généralement absentes de
'embryon lui-méme et sont localisées a la périgh@ntre les cotylédons et le tégument
(Maude et al., 1996). La question est désormaisadeir si la réponse de la semence est
constitutive ou bien activée par I'inoculum. L'étude I'expression de genes mis en évidence
dans l'analyse transcriptomique lors de linocuatiavec de I'eau et les deux souches,

pourrait constituer une réponse a cette question.

Nos résultats indiquent que I'extinction ddtSNF4b n'a pas d’impact sur la
dynamique des tailles des populations Xienthomonasdans les graines dormantes de
M. truncatula en termes de durée de phase de latence et de maidkimum atteinte.
Cependant, I'expression d&R10est inhibée par I'extinction ddtSNF4bdans les graines
dormantes a I'échelle transcriptomique et proté{ige 3.1 et Fig. 3.3). Les protéines de type
PR10 sont induites par la dormance (Pnueli e2802) et I'expression constitutive de PR10-1
de P. sativumchez B. napusaccroit sa germination dans des conditions dessstsalins,
suggérant un réle de PR10-1 dans la tolérance taesssabiotiques (Srivastava et al., 2004).
Une premiére hypothese consisterait a dire qu@RE) exprimées dans les semences n’ont
gu’'un r6le dans la tolérance aux stress abiotigGependant les PR10 ne sont pas les seuls
indices d'un lien entre MtSNF4b et les stress Qimts. D’autres genes différentiellement
exprimes, tels que ceux de la synthese de phytoakexelient en effet MtSNF4b a des stress
biotiques. Un mutant A thalianane produisant pas de phytoalexines de type camalex
montré une résistance diminuée a l'infection pachampignon nécrotrophe, mais ce méme
mutant n'a pas montré de sensibilité particulierana bactérie et a deux champignons

biotrophes (Thomma et al., 1999). La question doixcku pathogene utilisé se pose ici. |l
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pourrait étre judicieux de trouver d’autres pathmgepour tester I'impact de I'extinction de

MtSNF4b sur la protection contre les stress biasu

L'infiltration sous vide permet une inoculation draépétable des semences de
M. truncatulamais leve la dormance et induit une réaction dealh des semences. L'impact
de linfiltration sous vide sur I'expression de ME3lb et sur I'expression de PR10 devrait étre
évaluée parce qu’il est possible que cette métramdize la mise en place de défenses
indépendamment de MtSNF4b. Une méthode d'inoculatiias douce pourrait étre envisagée,
par exemple par trempage, par exemple, mimant dinsiculation externe par contact
observé dans les fruits contaminés (Maude, 199&¢eRment, des mécanismes de défense
mis en place sous contrdle développemental a llédnenscriptomique ont été décrits durant
la maturation ddordeum vulgare(Nielsen et al., 2006). Dans cette étude, I'exjpasde
genes de défense est induite en fin de maturatiom@&me temps que l'acquisition de la
toléerance a la dessiccation. Cette activation spordrait & une résistance systémique
acquise développementale visant a protéger lesmagailormantes Hd. vulgare contre les
pathogenes (Nielsen et al., 2006). Parmi les gemesxprimés en fin de maturation, certains
codent des protéines antioxydantes et de protdpfieqNielsen et al., 2006). Une étude
d'inoculationin planta (apport sur le porte-graine) serait un autre mmdéaliste d'infection
interne par un pathogéne permettant en plus dévéilmpact de MtSNF4b sur la dynamique
bactérienne en fin de maturation. Cette méthodengtbrait une inoculation alors que
MtSNF4b commence a étre exprimé dans les graireegn fin de maturation. Elle aurait
eégalement l'avantage de ne pas induire de biaisodaisation des pathogenes dans les

graines, permettant ainsi leur perception par édlsles de la plante.
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Figure 4.1 : Alignement des protéines de la famillde PV42/MtSN4b/leSNF4Les séquences d& vulgaris
Pv42 (AAA91175), deM. truncatulaMtSNF4b (AAO61675), dé&. esculentunbeSFN4b (AAF66638) et da.
thaliana AtSNF4b (AAY56406) sont alignées sur la séqueneeStF4 de levure (CAA96823). Les cadres
rouges représentent les quatre domaines cystatkid@ta-synthase caractéristiques des SNF4. Le canir
représente le domaine pré-CBS1, impliqué dansd@ason avec la sous-unife chez I'animal (Viana et al;,
2007) (CBS : cystathionine beta-synthase).
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La connaissance des partenaires formant un complexeut poids moléculaire avec
MtSNF4b peut donner des pistes sur la compréherdgoson role dans les graines Me
truncatula Effectivement Rosnoblet et al., (2007) ont mommé MtSNF4b est associé dans
un complexe de haut poids moléculaire dans lemgsalormantes dd. truncatula ChezS.
cerevisiag en plus de son interaction avec les sous-unitéthplexe SNF1, SNF4 interagit
avec de nombreuses autres protéines. Dans ce rehapmius avons d’abord voulu savoir si
MtSNF4b est une vraie sous-unité d’'un complexe ShRRour cela, la fonctionnalité de
MtSNF4b a été testée par la complémentation d’'utanmu\snf4 de levure. Par ailleurs,
linteraction entre MtSNF4b et MtSNF1 a été tesp@a une analyse de double hybride
bactérien dirigée. Ensuite, ce méme systeme deleltybride a été utilisé pour le criblage
d'une banque d’ADNc de radicule séche dans le leutrduver les autres partenaires de
MtSNF4b.

4.1 Etude de la fonctionnalité de MtSNF4b comme sewunité

activatrice du complexe SNF1

Malgré leur homologie avec la SNF4 de levure, kacfmnnalité d’un seul membre de
la famille des PV42/SNF4b, LeSNF4, a été vérifi@ pamplémentation d’'un mutant de
levure Asnf4 (Bradford et al., 2003). MtSNF4b montre 73% d'itignet 89% de similarité
avec LeSNF4b et 42% d’identité et 62% de similaaitéc la SNF4 de levure (Fig. 4.1). Les
séquences des protéines de la famille PV42/MtSNIe8MF4 les plus conservées avec la
séquence de levure correspondent aux quatre dosn@BS& (Fig. 4.1). Le domaine pré-
CBS1, constitué d’'une vingtaine d’acides aminésmont du premier domaine CBS, décrit
comme jouant un réle dans I'association des soitésynavec les sous-unit@s(Viana et al;,
2007), est retrouvé chez MtSNF4b bien qu’il divelggement de celui des levures (Fig. 4.1).

Les mutants de levuissnf4 sont viables mais incapables de croitre sur desss de
carbones non fermentescibles (Schuller et al., 1988 réalité, SNF4, en s’associant avec le
complexe SNF1, léve l'auto-inhibition de la soust&rcatalytique SNF1 (Celenza et al.,
1989a et 1989b). Dans le but de savoir si MtSNFstlue homologue fonctionnel de SNF4 de

levure, une analyse de complémentation a été affecsur le mutarisnf4 au moyen d’'un
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Figure 4.2: Complémentation deAsnf4 de levure parMtSNF4b. Des cultures liquides de type sauvage (WT),
de mutantdisnf4 et de mutants transformés soit avec pDEST seit aDESTMtSNF4bsont étalées sur milieu
minimum YNB contenant 2% de glucose (Glu2%) ou 28cgdlactose (Gal2%) comme source de carbone et
incubées quatre jours a 30°C.
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Figure 4.3 : Principe de la détection d’interactionprotéines/protéines par double hybride bactérienLe
systeme double hybride bactérien permet de détBicteraction entre deux protéings, vivo, par le biais de la
reconstitution d’'un facteur de transcription aetif cas d’'interaction permettant aux bactéries dérersur un
milieu sélectif. Ce facteur de transcription esmposé d’'un motif reconnaissant un promotewC, et d’'une
partie RNA polymérase Il. La partidC est contenue dans un plasmide d’amorce pBT camféine résistance
au chloramphénicol (A) et la partie RNApll dans plasmide de cible pTRG conférant une résistance a |
tétracycline (B). L'amorce et la cible sont clon@ess leur vecteur respectif et des bactéries téges sont co-
transformées avec les deux vecteurs. En cas dittien entre les deux protéines dans la bactépiertrice, le
facteur de transcription active la transcriptiongdune HIS3 qui permet la croissance sur un milantenant du
3 amino-1,2,4-triazole (3-AT) (un inhibiteur comipi€du produit du géne HIS3), et du géne aadAapriféere la
résistance a la streptomycine (Strp) (C).

= gadA (Strf)
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plasmide contenant la séquence codanteMi8NF4b Une souche mutante d&snf4
(MCY2634), la méme souche transformée avec un piEsipPYES-DEST52 contenant
’ADNc du transcrit deMtSNF4b(pDEST-MtSNF4h, ou avec un plasmide pYES-DEST52
vide servant de témoin négatif (0bDEST) et une sewsgduvage SNF4 de levure (MCY2649)
ont été étalées sur des milieux contenant du geact 2% (m/v) ou du glucose a 2% (m/v) et
mis en culture a 28°C (Fig. 4.2). Les difféerenteaches de levures montrent une croissance
sur le milieu contenant du glucose (Fig. 4.2A). Pantre, lorsque les mémes levures sont
mises en culture sur un milieu contenant un sucrefermentescible tel que le galactose, seul
le type sauvage et le mutakgnf4 transformé avec pDESWHSNF4bmontre une croissance
alors que le mutant et le mutant témoin transfoawer pDEST ne croissent pas (Fig. 4.2B et
4.2C). Ces résultats montrent que la protéine M@NEst capable de complémenter le

mutantAsnf4de levure et est donc une protéine fonctionnadleadamille des SNF4.

4.2 Caractérisation de linteraction de MtSNF4b etMtSNFal par

double hybride bactérien

L’interaction entre des sous-unités non catalytsogge la famille des SNF4 de plantes et
une sous-unité catalytique SNF1 a été démontréaradyse double hybride chéz thaliana
(Bouly et al., 1999). Le systeme double hybridetéaen permet de détecter l'interaction
entre deux protéinesn vivo, par le biais de la reconstitution d’'un facteurtdmnscription
actif. Les ADNc codant la protéine testée et latgine cible sont clonés dans leur vecteur
respectif et co-transformés dais coli (Fig. 4.3). En cas d’interaction entre les deux
protéines, le facteur de transcription active kanscription du genéllS3 qui permet la
croissance sur un milieu contenant du 3 amino-4r4ole (3-AT) (un inhibiteur compétitif
du produit du genellS3), et du géen@adAqui confere la résistance a la streptomycine {Strp
(Fig. 4.3).
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Figure 4.4 : Expression de MtSNF4b fusionné &ALC dans les bactéries reportrices.L’'expression de
MtSNF4b dans les bactéries reportrices a été tastiéérentes concentrations de I'inducteur IPT4B western
blot utilisant un anticorps antiMtSNF4b. L'induati@st montrée apres trois heures d’'induction eremiiquide
a 37°C (A). Un western blot est réalisé apres tneisres d’induction dans de I''PTG a 100 avec un anticorps
antiSNF4b et un anticorp ahtiC.
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Figure 4.5 : Test d'auto-activation de MtSNF4b dande systeme double hybride bactérienLes bactéries
reportrices sont co-transformées avec deux cowfesgecteurs, pBMtSNF4b/ pTRGGalll (A et C) et pBT-

LGF2/ pTRGGalll (B et D). Les deux types de co-transformant staléé sur un milieu non sélectif (A et B)
et sur milieu sélectif (C et D)
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4.2.1 Verification de I'expression de la protéineusionnée a\LC et de I'absence
d’auto-activation par MtSNF4b

Afin de vérifier que la protéine MtSNF4b exprimémndE. coli est fusionnée ALC, un
western blot a été réalisé avec un anticorps atfiN#4b sur des cultures Elcoli
transformée avec pBWHSNF4bapres induction. Aprés transformation par le pidenpBT-
MtSNF4h les bactéries sont incubées dans un milieu datido contenant de I'lPTG a
différentes concentrations pendant trois heuresreg\pextraction, migration sur gel
d’acrylamide et transfert sur membrane de nitrodedle, les protéines sont mise en évidence
a l'aide d’un anticorps antiSNF4b. La masse mokicelthéorique de MtSNF4b fusionnée a

ACL calculée avec le logiciel Compute pl/Mttp://www.expasy.ch/tools/pi_tool.htinést

de 68,7 kDa. L'analyse par western blot montre bigxe bande de masse moléculaire
comprise entre 50 et 75 kDa correspondant a lie tdi€orique de MtSNF4b fusionnée avec
ACL (Fig. 4.4A). L'intensité de cette bande augmentaas le gradient d'IPTG et n’est pas
détectée dans I'échantillon incubé trois heures damilieu sans IPTG (Fig. 4.4A). Afin de
s’assurer de la fusion entre MtSNF4bA€IL, un western blot a également été realisé au
moyen d’'un anticorps anmkiLC sur un échantillon protéique incubé trois hewass I'lPTG a
10uM. Une bande de la méme taille que la bande migs/iglence par I'anticorps anti-SNF4b
est ainsi détectée (Fig. 4.4B). Ce résultat cordidonc I'expression de MtSNF4b fusionné
avec ACL dans les bactéries transformées avec le plasmigmorce. Cependant, une
deuxieme bande autour de 42 kDa apparait égalegtgaturrait représenter MtSNF4b sans
fusion aved\CL. Le séquencage de cette bande donnera une eeparedte question, mais il

reste a savoir comment et pourquoi la liaison evitt®NF4b etACL est rompue.

L’'un des facteurs du double hybride bactérien caaii a la détection de faux positifs
est la possibilité d’auto-activation de la trangtian des génes rapporteurs par la protéine
testée seule. Afin d’évaluer cette auto-activatemcellules reportrices sont co-transformées
avec pBTMtSNF4pTRG-Galll Un contrdle positif de l'activation consiste ea ¢o-
transformation des cellules reportrices par desnpides contenant pBIGF2/pTRG-Galll
L’interaction entre LGF2 et GAL11l a été démontréezE. coli (Dove et al., 1998Le
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Figure 4.6 : Alignement de MtSNFx1 avec SNF1 et AKIN1O.Les séquences de la protéine codée par le
TC116507 (MtSNE1) ont été identifiées par un blastn sur le site lde DFCI report MtGI9
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.hmLa séquence de I'homologueAd’thalianale plus proche de
MtSNFal, AKIN10 (Q38997) et de SNF1 (YDR477W) de levuomiségalement représentées. Le cadre bleu
représente la Thr210 phosphorylée en cas d'aativadu complexe. Le cadre noir cible le domaine
autoinhibiteur de SNF1. Ce domaine inactif SNFEragit avec la partie catalytique de SNF1 (cadtmyed
Lors de I'activation de SNF1 par SNF4, le domainimhibiteur cesse d’interagir avec le domaineakim
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milieu non sélectif contient du chloramphénicoldet la tétracycline et permet d’isoler les
bactéries co-transformées. Ces derniéres, avetel®s couples de vecteurs, se développent
sur le milieu non sélectif (Fig. 4.5A et 4.5B). Rantre, sur le milieu sélectif contenant du 3-
AT et de la streptomycine, seules les bactérigstoamées avec pBIGF2 et pTRGGalll

se développent, ce qui démontre I'absence d’auivadion de la part de MtSNF4b (Fig. 4.5C
et 4.5D).

4.2.2 Test de I'interaction entre MtSNF4b et MtSNia1

MtSNF4b est une SNF4 fonctionnelle capable de cémehter le mutanf\sfn4 de
levure mais cela n'implique pas qu’elle soit untpaaire de SNRKd chezM. truncatula
Afin de déterminer si MtSNF4b interagit avec la 8dR de M. truncatulg une analyse de
l'interaction entre ces deux protéines est réalipée une techniqgue de double hybride
bactérien. Pour commencer, les séquences similai@NF1 de levure (YDR477W) ont été
recherchées dans la base de données des séquemtssnsas deM. truncatula

(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.ndmilLa recherche par un alignement de type

blastn donne accés a une séquence consensus quaobtést TC116507 montrant 63%
d’identité avec SNF1 de levure. L’alignement dedguence TC116507 par un blastn chez
thaliana présente une homologie de 77% avec AKIN10 (Q389Big. 4.6). Le TC116507
serait donc 'homologue d’AKIN10 chdd. truncatula Les séquences des SNF1 de plantes
sont conservées au niveau du domaine catalytiqidtenminal avec leur homologue chez la
levure, compris entre les acides aminés 54 et Bl@6 4.6). Le domaine d’auto-inhibition de
SNF1, compris entre les acides aminés 389 et 483 rerevanche moins bien conservé et
montre deux délétions d’une vingtaine d’acides &sinchacune dans les homologues
végétaux de SNF1 par rapport a SNF1 de levure &&). Cette séquence auto-inhibitrice
interagit avec SNF4 chez la levure (Leech et &Q3). La thréonine 210, connue pour étre
phosphorylée dans la kinase active, est retrouads tes homologues végétaux de SNF1
(Fig. 4.6) (Estruch et al,. 1992). La séquence B50Z, nommeaitSNFal, a été clonée
dans le plasmide pTRG afin de tester son intenaciieec MtSNF4b par double hybride
bactérien. Dans la banque EST MTGI, ce TC est septé par un EST provenant d’'une
banque issue de graines en cours de germinatiadfueé autre banque (GLSD) issue de

226



Chapitre 4 : Recherche des partenaires de MtSNF4b

B

Miheu non selectaf

Milieu sélectif 3-AT-Strp

pTRG-MtSNF1
pBT-MtSNF4b

pTRG-Galll
pBT-LGF2

pTRG-MSNF1
pBT

pTRG-Galll
pBT-MtSNF4b

1/10 1/100  1/1000

1/10 1/100  1/1000

Figure 4.7 : Test de l'interaction entre MtSNF4b etMtSNF1 par double hybride. Des bactéries reportrices
sont co-transformées avec quatre couples d’amongB3-MtSNF4B-pTRGMtSNFal, le témoin positif pBT-
LGF2+pTRG-Galll et les deux témoins négatifs pBMSNF4pTRGGalll et pTRGMtSNF1+pBT. Les
produits de transformation sont incubés une nuprésence d'IPTG a 100 avant d’étre déposés sous forme
de gouttes de trois dilutions différentes 1/1000/&t 1/1008™ sur deux milieux sélectif et non sélectif incubées
trois jours a 37°C.
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graines en seconde phase de la maturation. Ungsaiakilico de I'expression du TC116507
dans le « Medicago truncatula Gene Expression Atlasontre qu'’il est exprimé de facon
quasi constitutive dans tous les tissus. Afin déetd’interaction entre les protéines MtSNF4b
et MtSNFa 1, des bactéries reportrices sont co-transformées guatre couples de vecteurs :
pBT-MtSNF4BpTRG-MtSNFal, le témoin positif pBT-GF2/pTRG-GAL11 et deux témoins
négatifs pPBTMtSNF4bBpTRGGalll et pBT/pTRGMtSNFal. Ces témoins négatifs servent
au contréle de l'auto-activation due respectivenemMitSNF4b et MtSNé&L. Les bactéries
co-transformées avec pBMItSNF4BpTRG-MtSNFal montrent une croissance sur le milieu
sélectif double, de méme que le témoin positif (FigA). Les deux témoins négatifs ne
présentent pas de croissance sur le milieu sélgagf 4.8A). Par contre, les quatre souches
montrent une croissance sur le milieu non sél¢4titB). Ce résultat indiqgue que MtSNF4b

interagit avec MtSNeé1.

4.3 Identification des partenaires potentiels de Mé@NF4b par double
hybride

Pour pouvoir identifier des partenaires de MtSNR#®e banque d’ADNc a été produite
a partir d’ARN extraits de 50 radicules d’embrysess. MtSNF4b est le plus abondant a ce
stade de développement des graines. Une transfommalote a permis d’évaluer le nombre
de transformations nécessaires au criblage deédjatité de la banque d’ADNc. Le nombre
de transformants de la réaction pilote indique lgutaille de la banque est de 5%1hités
formant colonies (ufc). L’efficacité de la co-trémsnation est également calculée grace a une
co-transformation pilote qui indique une efficaaii 4x1d ufc par co-transformation. Donc,
théoriquement, il faut réaliser 518x1¢" =125 réactions pour couvrir l'intégralité de la
banque d’ADNc. Le criblage de lintégralité de langue n’étant pas indispensable au
criblage de tous les ADNc qu’elle représente, temstransformations ont été réalisées et
permettent de considérer que 3/125 soit enviroPo2jé la banque a été criblé au cours de
cette étude. Le criblage de la banque d’ADNc aréafisé en co-transformant des bactéries
reportrices avec pBMtSNF4bet pTRG-Banque. La sélection s’est déroulée er deapes :
le produit de la co-transformation est étalé deswnt sur un premier milieu sélectif simple

contenant du 3-AT puis les colonies qui se soneld@pées en moins de quatre jours sont
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Table 4.1 : Résultats de séquencgage du criblage ldebanque d’ADNc. Les plasmides provenant de la banque
d’ADNc de radicules seches et contenus dans lesnisd se développant sur les milieux sélectifs sont
séquencés. Les séquences sont alignées par hlastnlmse de données des transcrits consensuss MtGla

« Noble foundation »hftp://bioinfo.noble.org/gene-atlas/y2Le produit du géne du meilleur alignement pour

chaque séquence est noté et répertorié suivanadaification fonctionnelle MIPS. Le nombre de foig un
transcrit identique est trouvé dans le criblag&efuantité relative de transcrits dans les gramagires dé.

truncatulasont donnés (d’apréstp://biocinfo.noble.org/gene-atlas/y2/

expression normalisée dans

numero de TC MtGI8 produit du géne classification les graines matures occurrence
TC115224 pyruvate dehydrogenase E1 component métabolisme 29 1
TC100344 putative phosphoribosylanthranilate isomerase (PRAI) métabolisme 543 1
TC100606 Leucine-rich repeat, plant specific métabolisme 3032 1
TC100741 P-type H+-ATPase métabolisme 2621 3
TC106598 Methionine synthase métabolisme 7683 1
TC107847 ADP-glucose pyrophosphorylase large subunit métabolisme 1795 |
TC93969 Ferredoxin Ill, chloroplast precursor métabolisme 1225 1
TC100250 Legumin J precursor réserve 23495 1
TC100252 Legumin A precursor réserve 20766 1
TC100306 Convicilin precursor réserve 1326 1
TC100455 HSP20-like chaperone stress 2488 1
TC100457 18.2 kDa class | heat shock protein stress 253 1
TC100458 18.2 kDa class | heat shock protein stress 3820 3
TC107158 Late embryogenesis abundant protein D-34 stress 14581 1
TC107529 Heat shock 22 kDa protein stress 2686 1
TC103415 HhH-GDP base-excision repair protein stress 646 1
TC130306 GRF1-interacting factor 1 transcription 2162 1
TC100375 RNA polymerase Il fifth largest subunit like protein transcription 2316 2
TC111308 Phytochrome and flowering time 1 protein) transcription 118 1
TC111449 TAFI1155 protein conserved region transcription 413 2
TC94534 Transcription factor Myb1 transcription 1895 1
TC94836 POZ/BTB containing protein transcription 2286 1
TC106517 Ribosomal protein S27 translation 9960 1
TC94335 Elongation factor 1B alpha-subunit translation 8309 1
TC94344 408 ribosomal protein S17 translation 11573 1
TC101128 Ubiquitin-associated ubiquitine 4701 1
TC106312 Ubiquitin ligase enzyme E2 ubiquitine 12241 2
TC109860 F-box protein AtFBL5 ubiquitine 6013 1
TC94101 Ubiquitin ligase, ATL3 ubiquitine 182 1
TC97091 Probable 268 proteasome subunit ubiquitine 462 1
TC121382 Hypothetical protein inconnue 3431 2
TC115320 WD-40 repeat inconnue 79 1
TC107162 Hypothetical protein inconnue 2347 1
TC107856 Hypothetical protein inconnue 1462 1
TC109339 Thylakoid lumenal 18 kDa protein inconnue 203 1
TC109935 putative uncharacterized protein inconnue 41 1
TC94016 Mitochondrial translocase inconnue 3340 1
TC94132 heat- and acid-stable phosphoprotein inconnue 5503 2
TC96254 Hydroxyproline rich protein inconnue 1808 1
TC96439 Pore protein of 24 kD inconnue 1350 1
TC96485 putative uncharacterized protein inconnue 788 1
TC97100 putative uncharacterized protein inconnue 636 1
TC106972 Progesterone-binding protein-like inconnue 3787 1
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repiquées sur un milieu sélectif double contenanB8€AT et de la streptomycine. Entre ces
deux étapes, en moyenne 60% des colonies sontleapdd se développer. Finalement, 52
clones positifs sont retenus et le plasmide contdgns chacun d’'eux est séquencé. Les
séquences obtenues sont alignées par blastn baséade données des transcrits consensus

MtGI8 de la « Noble foundation »http://bioinfo.noble.org/gene-atlas/yY2/L.es 52 clones

représentent les transcrits de 43 génes (tableBu 4

La présence relative des transcrits appartenars &2 clones identifiés a été évaluée

par le biais de données d’analyses microarréyip:(/bioinfo.noble.org/gene-atlas/y2de

transcrits de graines matures. Ceci permet d'évalute faible nombre de clones criblés a
produit un biais par I'obtention des génes les garsement exprimés. Des séquences de
genes faiblement exprimés sont retrouvées parmicleses positifs du criblage double

hybride (Tab. 4.1). Des classes tres abondantesadscrits sont également détectées et
correspondent a des protéines de réserve de tgpmige (Tab. 4.1). Nous considérons donc

gue le biais, s'il existe, n'est pas di a la syréeentation de transcrits fortement exprimés.

Les séquences des plasmides positifs appartienamtipalement a la classe du
meétabolisme et de I'énergie, du stress et de hstrgption (Tab. 4.1). Parmi les clones classés
dans la catégorie stress, six clones positifs camat des transcrits codant quatre petites
HSP distinctes (TC100455, TC100457, TC100458, TG20Y. Le transcrit TC100458, qui
code une sHSP18, est représenté trois fois et a@pplans deux des trois co-transformations
indépendantes. Parmi les clones appartenant adaecte la transcription, des ARNm codent
un facteur de transcription similaire a Miyb1 et trois co-activateurs de transcription dont un
ARNmM similaire @ un homologue d’'une protéine du ptere « TATA binding protein »
(TBP) de typeTAFIID (Tab. 4.1) et un autre a un régulateur de croEs®&RFP1
(TC130306). En plus de ces facteurs, deux trassooilent une sous-unité large du complexe
ARN polymérase Il (TC100375). Parmi les clones s#asdans la catégorie métabolisme et
énergie, un transcrit code une ADP glucosyltramasier(TC107847) et un autre un pyruvate
déshydrogénase impliqgué dans la synthése d’Acéap-CTC115224) et d’une methionine
synthase (TC106598). Enfin, un clone retrouvé tfois pendant le criblage code une P-type
H* ATPase (TC100741). La classe des génes liés aghalisation par le systéme de
dégradation par 'ubiquitine et le protéasome 26iSeprésentée par des ubiquitines ligases et
une sous-unité du protéasome 26S. Parmi les titmkés a la dégradation par le protéasome,
le TC106312, codant une ubiquitine ligase, appaeik fois dans le criblage et le TC94101
code un homologue du transcrit déATL3 chez A. thaliana (Tab. 4.1).
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Un transcrit montre une homologie avec des proséicentenant un domaine F-box du
complexe protéasomale SCF/ubiquitine dépendant€4q9860) et un autre transcrit code

une sous-unité régulatrice du protéasome 26S (T€9Y70

4.4 Discussion

4.4.1 MtSNF4b est une sous-unité fonctionnelle SNkdteragissantin vivo
avec MtSNF1

Dans cette étude la preuve d'une interaction foncitlle entre MtSNF4b et SNF1
(TC116507) est démontrée pour la premiere foislgp@omplémentation d’un mutaAsnf4
de levure (Fig. 4.2). Malgré la divergence de sagese observées entre SNF4 et MtSNF4b
(Fig. 4.1), la fonctionnalité de MtSNF4b reste daifective comme c’est le cas pour son
homologue LeSNF4 de la tomate (Bradford et al. 320D’autres sous-unit§sdu complexe
SnRK1 (AKINBy) chez les plantes complémentent des mutssn$4 de levure (Lumbreras et
al., 2001). Au contraire, la sous-unité AKIM'A. thalianane complémente pas les mutants
Asnf4 de levure (Bouly et al.,, 1999). Parmi les troiffalentes classes de sous-uniiés
connues chez les plantes, les ARINet les PV42/LeSNF4/MtSNF4b sont donc des SNF4

fonctionnelles alors que les sous-unig@gemblent avoir perdu leurs fonctions initiales.

L’alignement de la séquence de MtSNFet son homologue AKIN10 avec SNF1 de
levure montre que les kinases des plantes possédemt importantes insertions dans la
région auto-inhibitrice par rapport a leur homoleginez la levure (Fig. 4.6). Il a été montré
gue la protéine SNF1 de levure ne possédant pagjilan auto-inhibitrice était insensible a la
mutationAsnf4(Leech et al., 2003).a modification de cette zone particuliére des KhiRar
rapport a leur homologue chez la levure suggéréedgat une modification des propriétés

auto-inhibitrices de cette région.

Grace a une analyse par double hybride bactériggédinous avons montré que
MtSNFal interagit avec MtSNF4b (Fig. 4.7). ChAz thaliang I'interaction entre les sous-
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unitésal/B1B2, ally, y/B1B2 a pu étre démontrée par une technique de doybkide dans

S. cerevisia¢Bouly et al., 1999). La sous-unité AKBY d’A. thalianainteragit avec la sous-
unité catalytique et une sous-unfiédu complexe SnRK1 lors d’analyses double hybride
(Lumbreras et al., 2001 ; Gissot et al., 2006).e¢Dejant, notre criblage de la banque d’ADNCc
ne donne aucune indication quant aux autres satéssuggulatrices composant ce complexe.
Une étude a montré que le taux de transcritsltBNF4best corrélé a celui ddtAKINS2 de

M. truncatuladans les graines pendant la maturation et I'intioibide radicules de 3mm dans
une solution de PEG, ce qui n'est pas le cas deégsagsous-unitéf connues chei.
truncatula (Buitink et al., 2003). Cette sous-unité pourrsdérvir de nouvelle cible pour
MtSNF4b lors d’expérience de double hybride baetéria venir.

4.4.2 Validation du choix du matériel végétal et fax positifs

La banque d’ADNCc a été constituée a partir de rddcséches de graines matures de
M. truncatula L'imbibition de radicules dél. truncatulade 3mm dans une solution de PEG
induit une forte augmentation de I'expression ME&NF4b en méme temps qu’une ré-
induction de la tolérance a la dessiccation. Oxpfession de la protéine MtSNF4b est
maximale dans les graines seches (Rosnoblet &08i7), ou pres de la moitié des génes sont
exprimés che?. thaliana(Nakabayashi et al., 2005). Le choix de ce mdtgégétal nous a
donc semblé le plus approprié. L’analyse doubleitdgbpar criblage d’ADNc nous offre des
pistes de cibles potentielles de MtSNF4b mais népst partielle et nécessitera sGrement
d’étre complétée par d’'autres co-transformatioresfdit de ne pas retrouver MtSNFE dans
ce criblage, ni les autre sous-unités putativesnges du complexe SnRK1 chéd.
truncatula laisse supposer que les partenaires de MtSNFatit pas été mis en évidence.
Les protéines réveélées par cette technique sont gent-étre des cibles d’un complexe
SnRK1 formé de MtSNél et MtSNF4b.

Le criblage d’'une banque d’ADNc par double hybrishectérien donne acces a un
nombre important de clones appelés faux positgfalténts d’interactions aspécifiques avec la
cible (Serebriiskii and Golemis, 2001). Cela pdtst & cas des protéines de réserves mises en

évidence durant le criblage et présentes en umdgnambre de copies dans notre banque,
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mais eégalement des protéines liées a la traduditampost maturation et a la dégradation des
protéines. Enfin, il arrive que des chaperonndegdejue les HSP soient des faux positifs, du
fait de leur activité de liaison a des protéinestt€méthode nécessite donc des validations de
l'interaction par une technique saitvitro (pull down) soitin vivo (co-immunoprécipitation).
L’absence d’auto-activation des cibles devra égatdénétre vérifiée au moyen d’'une co-

transformation avec des vecteurs pHdle et pTRGeible.

4.4.3 Roéles putatifs du complexe MtSNéeL/MtSNF4b

L’interaction entre MtSNF4b et d’autres protéinesipait nous indiquer le role joué
par le complexe MtSNF4b/MtSNRL si I'on considere que ces dernieres sont degithl
complexe. Le role de certains clones positifs mcd&té discuté par rapport a la bibliographie

et aux résultats de phénotypage.

MtSNF4b interagit avec des enzymes clefs du mésatmlprimaire

Un des clones positifs interagissant avec MtSNfetb tHu double hybride bactérien
correspond a un transcrit codant une ADP glucosepbywsphorylase. L’ADP glucose
pyrophosphorylase est une protéine impliquée dapbdsphorylation du glucose menant a la
synthése d’amidon. Or le réle direct de SnRK1 danphosphorylation et I'activation de
I'ADP glucose pyrophosphorylase a été démontrésie et al., 2003 ; Jossier et al., 2009)
Pendant la maturation les graineshMletruncatulg 'amidon est dégradé, passant de 95 a 0,1
mg/g de matiére seche, au cours de la maturatitne d2 et 40 jours apres pollinisation
(Rosnoblet et al., 2007). Dans cette étude, lesebg RNAIMtSNF4bmontrent une réduction
de la quantité d’amidon Iégérement moins rapide aez le type sauvage a 28 jours aprés
pollinisation. Les mutants contiennent alors quadrecing grammes d’amidon contre
seulement 1,5 dans le type sauvage (Rosnoblet,2017). Or, MtSNF4b est présent sous
forme de complexe dans les graines de 28 jourss gm#linisation (Rosnoblet et al., 2007).
Donc MtSNF4b pourrait jouer un réle dans I'inhibitide '’ADP glucose pyrophosphorylase

via sont interaction avec MtSNE.
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MtSFN4b interaqit avec des protéines de la sigaili® protéasome/ubiquitine

MtSNF4b interagit dans le systéme double hybridecayuelques protéines homologues
impliquées dans le protéasome. La séquence du BBDQ%ont le produit interagit avec
MtSNF4b, montre une homologie tres forte (E-valyea@ec les genes dupliquédFBL5
(Atlg77000) etSPK2A (At1g21410), codant des protéines F-box. Ces pmegésont des
composantes de la reconnaissance du substrat quecanSCF (complexe Skpl/Cullin/F box
Ubiquitin ligase) qui cible les protéines avantrlelégradation par le protéasome 26S
(Jackson et al., 2000). Le complexe SEE* est responsable de la dégradation de la protéine
E2Fc phosphorylée. Les protéines E2F et DP intssagt pour former des facteurs de
transcription actifs et régulent ainsi I'expressid® génes nécessaires a la progression du
cycle cellulaire. Le complexe joue un réle impottaians I'arrét du cycle cellulaire et sa
réactivation (Del Pozo et al, 2006). Par sur-exgicesd’une forme non dégradable d’'E2Fc, il
a été montré que le complexe E2Fc/DP est impligadgs de retardement de la division
cellulaire et la répression de I'expression de géate phase S (Del Pozo et al, 2006). Une
hypothése est que SKP2A Nk truncatulacible MtSNF4b vers le complexe SCF en vue de
sa dégradation. Une deuxieme hypothése se badénsenaction MtSNF4b/SPK2A et son
réle dans la dégradation d’E2Fc. L'interaction de&SMF4b avec SKP2A empéche peut étre
SK2A d’exercer sa fonction : dégrader E2Fc. Unenaergation de E2Fc conduit ensuite a un
retard de potentiel de division cellulaire et uépression de genes de phase S. Effectivement,
les génes de phase S, comme les expansines, serfogement exprimées dans les graines
non dormantes (Annexe 2 : données supplémentaiedD@ns les bourgeons dormants, les
cellules sont bloquées en phase G1, avant la phade cycle cellulaire (Gutierrez et al.,
2002) et la levée de la dormance conduit & ungaiin de la transition de G1 vers la phase
S. En plus, Del Pozo et al. (2006) ont montré quaégradation d’E2Fc est activée pendant la
transition de I'obscurité vers la lumiere, ce qaupait expliquer I'effet négatif de la lumiere

sur la germination de graines dormantes/déruncatula

Un deuxieme partenaire putatif lié au protéasoméMt@NF4b est un homologue de
ATL2chezArabidopsis(Tab. 4.1). Ce géne est un membre d’une familldigémnique codant
pour des protéines RING-H2 zinc-finger, fonctionnaomme E3 ubiquitine ligases,

responsables de la sélection du substrat desétré aégradé. L’accumulation de TARNm de
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ATL2 est rapidement active apres incubation des élisitde réponse aux pathogénes
(Salinas-Mondragon et al, 1999). Les plantes mataatans lesquelleATL2 est exprimé
d’'une maniére constitutivdeca, pour epresion constitutiva de ATL2) montrent une
activation de I'expression ddPR1 PAL, et CHS (Serrano et Guzman, 2004n plus, un
criblage de I'expression des autres membres daniélé ATL montre que ces genes sont sur-
exprimés également dans ces mutants. D’'une maimééeessante, dans notre analyse
transcriptomique, des homologuef\@L1R(TC109454) eATL3F (TC94101) sont réprimés
dans les graines RNAVIitSNF4bapres deux a trois semaines de PMS (Annexe 2nédsn
supplémentaires S). Il est suggéré que les ATL smpliqués dans l'ubiquitination de
régulateurs négatifs de la réponse de défensenttdemc responsables de l'activation de
réponses aux pathogenes (Serrano et al, 2004). MiiENen formant un complexe avec
MtSNFal pourrait donc étre liée a la signalisation degsst biotiques via I'activation

d’ubiquitines ligases.

MtSNF4b est liee aux stress abiotiques via les 4di8SP

L’analyse double hybride met en évidence une intema avec plusieurs petites HSP,
dont une est codée par le TC100548 et qui a étdifide a trois reprises. Le TC100458 a
egalement été trouvé lors de I'analyse transcrigjaencomme étant moins exprimeé dans les
lignées de type sauvage que dans les lignées RINBNF4bimbibées aprés deux a trois
semaines de PMS. Donc, malgré son role de chaperoette HSP reste potentiellement un
bon candidat de cible du complexe formé par MtSNRHr ailleurs, il a été démontré que
SnRK1 interagit avec une sHSP17 chka/ulgarepar un criblage double hybride d’alboumen
(Slocombe et al., 2004). Par la suite, il a été aléné que cette SHSP17 est un substrat de
SnRK1. Cette derniére phosphoryle le résidu sém@osition 35 de cette sHSP, bien que
cette sérine soit inclut dans un motif qui diffdescelui traditionnellement reconnu par SNF1
(Slocombe et al., 2004). L’alignement protéiquepdaduit du TC100458 et de la HYHSP17
montre une bonne homologie de séquence mais laesés de HYHSP17 est retrouvée a un
acide aminé d’écart de la sérine trouvée chezddysr du TC100458.
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1. Réle de MtSNF4b dans la germination et la levake la dormance

Les résultats du chapitre 1 montrent que la dormahservée chead. truncatulan’est
pas une dormance profonde comme celle observédaehgénotypes dormantsAd’thaliana
tels que Cvi. Effectivement, les graines germenhsddes deux-trois semaines apres
imbibition, un comportement similaire aux graines N plumbaginifolia(Grappin et al.,
2000). Ceci est peut-étre du a I'absence de détede genes liés au métabolisme de 'ABA
et GA dans l'analyse transcriptomique comparantglesnes dormantes et non dormantes.
Les seuls génes associés a '’ABA codent des phtag#sa2C qui sont surexprimées dans les
graines non dormantes et jouent un réle négati$ dmsignalisation de 'ABA (Pernas et al.,
2007) (chapitre 2). Dans notre étude, la dormarste cenfondue avec la vitesse de
germination dans de nombreux cas. La vitesse dmigation correspond a la pente de la
courbe de germination, et pour une graine vrairdennante, cette pente a une dérivée nulle,
ce qui n’est que rarement le cas avec le genotyi¥8 RJne étude transcriptomique, par puce
a ADNCc de type affimetrix, sur un génotype plusmdant, comme DZA315.16, pourrait
permettre une comparaison plus pertinente de ptaipression de génes par rapport a ceux
obtenus par Cadman et al. (2006) chezhaliana Une autre possibilité, qui peut expliquer
'absence de génes liés au métabolisme ou a liaadies hormones, est que le temps
d’'imbibition du prélévement est trop court. L'exps@n des genes liés a la dormance arrive
peut étre plus tard pendant I'imbibition et Carretal. (2008) suggéerent que ces géenes sont
exprimés apres 24 a 48 heures clezthaliana Une analyse aprés 24 ou 48 heures
d’'imbibition permettrait peut étre de mieux compmhenles mécanismes liés a la dormance

chezM. truncatula.

Le r6le de MtSNF4b dans la dormance des embryemblg étre associé a I'activation
des geéenes liés au métabolisme secondaire et al@earioe aux stress biotiques. Les
meétabolites secondaires comme la médicarpine onblardans I'inhibition de la germination
chez M. sativa (Dornbos et al., 1990 a germination d’embryons isolés met en évidence
'impact de I'extinction deMtSNF4bsur la dormance embryonnaire. Il est possible agite
phytoalexine soit présente dans les graines ereptién de I'attague de pathogenes, mais

gu’elle exerce également un effet sur la germimaiians les graines de Iégumineuses.
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Malgré tout, I'inhibition de la synthése d’ABA pbr fluridone menant a une germination en
20 heures a la fois pour le type sauvage et leamsIRNAIMtSNF4bne plaide pas en faveur
de cette hypothese.

Nous ne savons pas si MtSNF4b agit chez les awspgces comme ched.
truncatula Pourtant, cheZA. thaliang la PMS réprime I'expression AtSNF4bdans les
graines imbibées indépendamment de la dormanceef@aet al., 2008). De mémeeSNF4b
est maintenu dans les graines dormantes de torBadelf¢rd et al., 2003). L'analyse de
mutants dA. thaliana pour AtSNF4bpourrait constituer un élément de comparaison plus

direct avec la littérature existante.

Notre étude indiqgue que MtSNF4b est aussi biesgmte dans I'albumen que dans
'embryon, et que les graines RNAMtSNF4b semblent pouvoir germer a des potentiels
hydriques plus bas que les graines de type sauichggitre 1). Le potentiel osmotique de
base dépent d'une part d’'un parameéetre embryonnaingiession exercée par la radicule sur
'albumen, et d’autre part d'un parametre tégumiesitda résistance opposeée par I'albumen
au niveau de la coiffe de la radicule (Bewley, 1)990hez de nombreux membres des
Solanaceae(tomate, tabac, datura) la rupture de la paroi delules de l'albumen
micropillaire est accrue par l'action d’hydrolasgariétales régulées par le GA et par la
lumiére (Black et al., 1996 ; Bewley et al., 199Welbaum et al., 1995). De plus, la post
maturation a sec léeve la dormance lié a I'albunmteezdeN. tabacunfavorisant la rupture des
téguments (Leubner et al., 2002). La présence réléede MtSNF4b dans I'albumen pourrait
donc également jouer un role dans la levée de lamalice des graines dié truncatulaen
modifiant le potentiel osmotique de base. Dans Igmon, I'extinction deMtSNF4binduit la
répression de génes potentiellement liés au rezriveat des parois. Des genes codant des
peroxydases et des enzymes de la voie de biosgntlessphénylpropanoides, comme kL,
la C4H, ou laCCoAOMTsont sur-exprimés. De méme, des genes liés aditdn de la
dégradation des parois, des inhibiteurs de xyl@glasesEDGP) sont réprimés en I'absence
de MtSNF4b ce qui pourrait expliquer le phénotygeddrmance observé. L'expression de
ces genes etant mesurée dans I'embryon, on nedsad pas si cette tendance existe
également dans l'albumen. Le role de MtSNF4b daudivation de génes de renforcement
de la paroi, ou de ralentissement de leur dégauaitDGP), pourrait avoir lieu dans
lalbumen et expliquerait une partie de la diffearerde germination observée. De méme,
'albumen, constituant la premiere barriere exténgede I'embryon pourrait étre le siege

principal de la production de protéines de stresmtigues. Pour confirmer
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cette hypothese, la présence de MtSNF4b dans fre@hunécessitera d’étre validée par un
western blot, et une analyse trancriptomique demstrits présents dans I'albumen
constituerait un élément de compréhension du rélMtENF4b supplémentaire, si ce n'est
déterminant. Le probléme reste que I'extraction RM provenant de l'albumen est tres

difficile dans les graines matures Metruncatula

2. Role de MtSNF4b dans la perception et signalisah des sucres

pendant la germination

Le r6le de MtSNF4b semble étre impliqué dans laqaion et la signalisation des
sucres que ce soit pour son role dans la dormanpeur son réle dans I'expression de genes
du métabolisme de la médicarpine. Cependant, latioda des différentes lignées a
I'application de sucres en terme de modificatiodaddormance n’est pas compréhensible en
lien avec I'expression différentielle observée pourdeses de la voie de biosynthese de la
médicarpine. En effet, durant les manipulations Hgpothéses émises nous ont amené a
restreindre progressivement les sucres utilisésdificonomiser du matériel biologique, tout
en se concentrant sur ceux qui avaient un effetaldes hypothéses concernant la position de
cette protéine dans la perception et la signatisaties sucres peuvent tout de méme étre
proposées notamment dans les graines dormantesOEjgNous avons vu que le 3-OMG,
via les transporteurs d’hexoses ou directementjndienla vitesse de la germination des
graines de type sauvage et RNMiSNF4b Ce résultat indique que la perception et la
signalisation des sucres dans la dormance, viaoika mdépendante de I'hexokinase, sont
également indépendantes de MtSNF4b (Fig. D1). Gipenlors de I'analyse de I'expression
des genes de la voie de biosynthése de la médieadgi 3-OMG montre un effet dépendant
de MtSNF4b. Ce sucre semble diminuer I'expressmoeas genes dans les graines dormantes
de type sauvage. Au contraire, dans les graines iRWISNF4bet dans les graines non
dormantes, ou MtSNF4b n’est plus associé au compRrRK1, le 3-OMG induit une
activation des génes de la voie de biosynthésa deticarpine. L'effet du 3-OMG est donc
a la fois de réprimer la germination indépendamnadenMtSNF4b et d’inhiber I'expression
de géenes de la voie de biosynthese de la médieaguns controle de MtSNF4b dans les

graines dormantes. Une hypothése alternative esé des graines RNAi -
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.
“"

| PAL, CHR, IFR

?

Germination

Figure D1 : Réseau de perception et de signalisatiades sucres et de MtSNF4b dans les graines
dormantes. Les traits finissant par une fleche indiques ungvaiion et ceux finissant par un trait une
répression. Les trait rouges indiquent un effeMd8NF4b (HXT : transporteur d’hexose ; HXK : hexohse ;
3-OMG : 3-O-méthylglucose ; MAN : Mannose ; GLU luGose).
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MtSNF4b sont déja moins dormantes et que I'effeBAMG dans ces graines ressemble a
celui attendu dans les graines non-dormantesviedealors compliqué de faire un lien direct
entre I'expression de ces génes et I'état de dazenan utilisant ce sucre comme inducteur.
Le mannose réprime la germination des graines RM&NF4b, mais pas celle des graines
de type sauvage. Ce sucre est lié a I'activatiola deie hexokinase dépendante, et ce résultat
semble indiquer que MtSNF4b inhibe ce signal dassgraines dormantes. Au contraire, le
mannose diminue I'expression des genes de la wl@asynthése de la médicarpine dans les
graines indépendamment de MtSNF4b. Une nouvelk feixpression des génes ne semble
pas liee au phénotype de dormance. La dormancdtengar la voie dépendante des
hexokinases semble étre réprimée par MtSNF4b, gloeslinhibition de I'expression des
géenes par cette voie semble indépendante de MtSKRigb D1). Les derniéres données
acquises concernent la perception du glucoseali@esignalisation par la glycolyse. L’effet
de ce sucre est de réduire la dormance en lien li®blF4b. Cependant, I'expression des
genes de la voie de biosynthése de la médicarmnessite d’étre étudiée dans les graines
dormantes afin de conclure au sujet de ce sucrajeetimpact de MtSNF4b sur sa
signalisation. Ces données corroborent les résudtatla position de SNF1 dans la perception
et la signalisation des sucres dans les plantesn’gst pas encore élucidée et semble
relativement complexe du fait de son appartenanpdusieurs voies de perception et de
signalisation. SNnRK1 joue un rble dans I'accumalatdes sucres mais MtSNF4b semble
conférer une fonction plus spécifiguement liée aligosaccharides. Ces données suggéerent
gue les voies de régulation qui lient MtSNF4b gdamination/dormance et a I'expression de
genes liés aux stress biotiques sont indépenda®estetrouve ici I'idée que MtSNF4b
permet une fonction spécifique au complexe SnRKisdes graines en fin de maturation et

dans les graines dormantes pendant la germination.

3. Réle de MtSNF4b dans la post maturation et le gillissement

L’'une des fonctions de MtSNF4b mise en évidencamtucette thése est son rble dans
le ralentissement de la PMS et donc le ralentiseente la levée de la dormance primaire au
cours d'une conservation a sec. Les mécanismescuolaikes levant progressivement la
dormance au cours de la post maturation a sec mtepss bien compris, mais de récentes
etudes indiquent un fonctionnement a différenté®iées, allant de la transcription de I'ARN

aux réactions enzymatiques et non enzymatiquesigvalrth et al., 2008). La production de
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»Temps

Type sauvage

Post maturation Vieillissement

RNAi SNF4b

Post maturation

Vieillissement

Figure D2 : Schéma de synthése de I'impact de MtSNF4b sur lasgfau cours du temps pendant la
maturation, la post maturation et le vieillissementdes graines deM. truncatula. En vert est représentée
I'évolution de la Ey d’'une graine de type sauvage au cours du temps qlie la méme courbe est représentée
en rouge pour un mutant RNMtSNF4b Au début de la maturation MtSNF4b n’est pas erprdans la zone
grisée. La dormance se met en place progressiveshénmaturité, la dormance est maximale. Au cdersa
post maturation a sec, les graines perdent prageessnt leur dormance et ce plus rapidement paugtaines
n’exprimant pas MtSNF4b. Un minimum dgy€st ensuite rejoint traduisant une absence de dmenest qui est
partiellement commune aux deux types de graineéinEle travail de Rosnoblet (2007) nous permet de
compléter le schéma par une perte de vigueur sy des graines. Laglaugmente de nouveau jusqu’a une
asymptote verticale qui traduit le fait que 50% desmines sont mortes. La encore, les graines reéufgant pas
MtSNF4b vieillissent plus rapidement, amplifiantdeénoméne observé pendant la post maturationcl@sa
permet d’émettre I'hypothése de phénomenes comiiimmisla post maturation et le vieillissement régupar
MtSNF4b.
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ROS est d’ailleurs proposée comme mécanisme de l@eda dormance par l'intermédiaire
de l'action de ces derniers sur la peroxydationlipides et la carbonylation de protéines
spécifiques (Oracz et al., 2007). Il a été démogtre le vieillissement accéléré des semences
RNAi MtSNF4best plus rapide que celui des graines de typeagguet que la vigueur
germinative des semences RNMiSNF4bapres un vieillissement accéléré est moins bonne
gue celle des graines de type sauvage (Rosnobétt, @007). Le vieillissement des graines
est décrit comme un processus mettant en jeu dewoptenes oxydatifs, durant le stockage et
de réparation au cours de I'imbibition (Rajjou &t 8008). L'impact du vieillissement est
généralement pris en compte au travers d’'indicateoimme le pourcentage de germination et
la vigueur germinative. On peut également représer@ phénoméne au moyen d’une courbe
continue représentant lasgTd’'un lot de graines au cours du temps de maturafmst
maturation et de vieillissement (Fig. D2). Ce scha synthese des travaux physiologiques
réalisés durant la these de Claire Rosnoblet &-ceindiquent que les semences mutantes
RNAI MtSNF4bévolueraient plus rapidement a I'état sec queséesences de type sauvage,
depuis la perte de la dormance pendant la postratata a sec induisant une diminution de la
Tso, €n passant par la perte de vigueur germinatideisant une augmentation de lgo, T
jusqu’a la mort par vieilissement rendant Ilg ififinie. Au vue des résultats physiologiques
de cette thése et de celle de Rosnoblet (200%)jstance de mécanismes communs a la post
maturation et au vieillissement semblent pouvaie @iffectés par I'extinction deItSNF4b

Une hypothese suggeéreraient que les semences expitSNF4b montrent un métabolisme
ralenti, pendant la maturation comme pendant langetion, ce qui pourrait se traduire par

une plus faible production de composés oxydants.

En conclusion, l'analyse transcriptomique et I'sal double hybride mettent en
lumiere de nombreux mécanismes de réponse aus sigues, abiotiques, et de régulation
du métabolisme en lien avec MtSNF4b. Il est probahle cette protéine joue un réle clef
dans la coordination des mécanismes liés a la s&poonstitutive aux stress dans les graines
dormantes dél. truncatulapendant la maturation et pendant I'imbibition. tuée du role de
MtSNF4b dans la tolérance aux stress biotiques nduta maturation au cours de
manipulations d’inoculationm planta permettra de compléter les données obtenues as cou
de la germination. Les phénotypes des mutants RIMBNF4bétant relativement semblables
a ceux des graines de type sauvage dans les omsdistées indiquent que ce réle est

mineur dans des conditions optimales de développemet de germination.
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Le réle de MtSNF4b dans la dormance pourrait &tieeaonséquence indirecte de I'activation
basale de ces mécanismes, qui joue slrement ua ildr dans des conditions restant a

identifier.
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M1. Matériel végétal et conditions de cultures

M1.1 Génotypes étudiés

Pour le matériel biologique, quatre lignéesMetruncatulaRNAi MtSNF4bdans le
fond génétique R108 sont utilisées (Rosnoblet et 2007). Des plasmides binaires

pFGC5941/ Gateway (Invitrogehttp://www.invitrogen.conj/avaient été utilisés pour cloner

I’ADNc du transcrit deMtSNF4bet réaliser la transformation d& truncatula(Rosnoblet et
al., 2007). En plus de ces lignées, deux lignéesités ont été sélectionnées par un criblage
par PCR sur 30-40 plantules de la génération N-eYgmant de graines issues de plantes
hétérozygotes. Les PCR sont réalisées avec decesngpécifiques d'un gene de marquage
de la construction RNAMtSNF4b: BAR (Phosphinothricine acéctyltransferase) (Tdl).

Le témoin RNAI vide, qui sert au contrble de l'ingpae la transformation, est une lignée de
M. truncatulacv. R108 transformée avec le vecteur vide utipsér obtenir les mutants
RNAiI MtSNF4b Le témoin RNAI est une lignée dié. truncatulacv. R108, transformée au
moyen du méme vecteur contenant une constructioAi RNMlant la partie 5’UTR du gene
MtENODA40-1(obtenue dé.. Brocard et M. Crespi, ISV, CNRS, Gif sur Yvetkgance).

M1.2 Production de graines et tests de germination

Les plantes d&edicago truncatulaaertn. (cv. R108) sont cultivées sur un mélarge d
vermiculite et de terreau dans une chambre dereut24°C/21°C, avec une photopériode de
16 heures & une intensité de 20fol.m?%seé. Les gousses sont récoltées au moment de
I'abscission et, apres dissection, les graineslt® dans la méme semaine sont utilisées
pour les analyses comparativées graines immatures sont prélevées a différemps de
maturation en prenant comme référence le jour ddduve des pétales de la fleur. Les fleurs
sont annotées et les graines en développement&mitées a partir de gousses immatures et

immédiatement congelées dans l'azote liquide pdaxtraction des ARN. Les gousses
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Tableau M2 : Liste des amorces nucléotidiques utdées dans les différentes manipulationses amorces
ont été dessinées a partir des séquences conddtiSLE disponibles sur le site de la fondation Sahiebel
(http://bioinfo.noble.org/gene-atlas/y2vec le logiciel AmplifiX 1.5.4Kttp://crn2m.univ-mrs.fr/AmplifX

MtGI8 nom amorce sens amorce antisens
RNAI
BAR GACGGGGCGGTACCGGCAG CATCCGCCGTGETCGAG
RT-qPCR
TC109466 MtPR10-3 GGTGGAGAGACCAAGTATGTGCTA TCCASTGTCAGCCAATCCAG
TC100400 CHR CCATTGAGGAAAGGTGCAAGCAGA GCAACAGACTTICCATGTGCATC
TC129694 MtSNF4bgPCR TGAAGGCCTTAGCTTGTGGACTCT AGCBTCCATTTGAGTCAGCA
TC96312 IFR GTAACTTGGCTCAACTCGACGTCA AAAGTCCCAACATAGCCTCAGTG
TC106939 IFS CTCTTCGCCACCTTCCAAATCCA AGAGTGTACAAAGGCCATAACGC
TC106669 PAL ACTCAGGCAAGTGTTGGTAGATCA GGCAAGAGGCTOCAACTCTTC
TC106535 MSC27 GTTGAAGTAGACATTGGTGCTAAC AGCTGTGTARAACACCCTCAT
TC94321 CCoAOMT TGGCTGTGGACCCTAGGATTGAAA TGGAGCAGCAGTACATGCAA
TC99352 WRKY GGGTTCAGCCCATCAGAGTTATTG GCTGTTGGTTASCTTTGGAC
TC100458 HSP18 CGTTTGGGACCCCTTCAAGGATTT CCTTCCAAABRTCCTGGTGCTCA
TC94309 EDGP TATTCGGGGATGGACCTTACGGTT CGATGAAATACIGGCTGAAGGCT

Double hybride
TC129694 MtSNF4bB2H AAATAGAATTCCATGCAGAATCAGATGAALAT AAAGGATCCCACATTCATGCATCTGCATCTG

TC116507 MtSNF1-1 CCGCGGCCGCTATGGATGGATCAGCTGGAC AGTGAATTCTACAGAACACGAAGCTGCG
TC141233 MtSNF1-2 CCGCGGCCGCTATGCATCACCACATTATACG CTGAATTCTCATGTATAGGGTCCAATTT
TC123527 MtSNF1-3 CCGCGGCCGCTATGGATGAGCACATCAAACA CTGAATTCTCAAATTTTCTCTTCTAAGG
pPTRG TGGCTGAACAACTGGAAGCT ATTCGTCGCCCGCCATAA
Complémentation
TC129694 InterneMtSNF4b CAGCACTGCGAGAGTATGAA AGTBCAAGCTAAGGCCTT
TC129694 TOPOMISNF4b CACCAATAATGCAGAATCAGATGAAAGA TCATGCATCTGCATCTGATAA
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matures sont récoltées apres I'abscission et sgdné@is jours a 20°C et 60% d’humidité

relative avant d’extraire les graines.

bY

La post maturation a sec est réalisée, sur lesnegaretirées des gousses, par
conservation a 20°C et 60% d’humidité relative @emdlifférentes durées. La stratification

consiste en I'exposition de graines imbibées 36dwea 4°C dans 'eau.

Pour toutes les expériences, les graines sont éabibur un papier Whatmanhindans
des boites de Pétri de 9 cm de diametre avec 4 g & 20°C a I'obscurité ou en lumiére
continue aprés avoir été scarifites au moyen deéepae verre pour lever la dormance
physique tégumentaire. Elles sont considérées cogétar@ germées lorsque leur radicule

perce les enveloppes extérieuiias,albumen et tégument.

Les tests de germination sans albumen et sans &fgwsant réalisés sur 50 graines a
'obscurité par une pré-imbibition des graines @m®i$ pendant six heures. Apres six heures
d’'imbibition les embryons sont isolés du tégumerdesl’albumen puis remis a imbiber dans
une boite de Pétri. La percée de la radicule neguaétre prise en compte pour déterminer la
germination, c’est I'allongement visible de la @ade qui sert d’'indicateur de la germination.

Les sensibilités a I'acide abscissique (ABA) etagitle gibbérellique (GA), ainsi qu’a
leurs inhibiteurs de synthese respectifs le flurgleet le paclobutrazol, sont évaluées en
mesurant la Jo. Cette valeur correspond au temps mis par undogrdines pour atteindre
50% de germination. Le pourcentage final de gertiingoour la sensibilité a I'ABA sur les
50 graines imbibées a l'obscurité a 20°C est éegamnmesuré. Les solutions d’ABA
(Sigma), de GA (Sigma, G et de leurs inhibiteurs, le fluridone (Duchefd) le
paclobutrazol (Riedel-de haén), ont été prépargadissolvant les poudres dans de I'éthanol
puis en reprenant ces solutions dans l'eau afirbtdidar les concentrations désirées. La
concentration maximale d’éthanol retrouvée dansni@geux d’imbibition contenant ces
hormones est de 0,1% (m/v), et un test de gernomatiété réalisé sur des graines présentant
une dormance résiduelle, indiquant que cette teapuéthanol n’'avait pas d’impact sur la

germination des graines d& truncatula

Les sensibilités aux sucres sont évaluées par aticubde trois fois 50 graines dans des
solutions de glucose (Sigma, 60mM) et différental@gues de glucose tels que le 3-O-
meéthyle glucose (Sigma, 50mM), le mannose (Sigre\) et un inhibiteur d’hexokinase,

le glucosamine (Sigma, 40mM) a 20°C a I'obscurité.
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Tableau M3 : Composition du gel d’acrylamide.(Protogel : 40%Acrylamide et Bis-acrylamide Saiuti
37.5 :1, Bio-Rad, Glycérol a 80%, APS 40% : Ammonipersulfate) (Tampon de séparation 4x : 1,5M Tris-
HCI pH 8.8 ; 0.4%SDS) (Tampon de concentration @6M Tris-HCI pH 6.8 ; 0.4%SDS).

Gels de Séparation
% acrylamide 12%
Protogel 3ml
H.O ultrapure | 3.25ml
Glycérol 80% | 1.25ml

Tp sep.4X 2.50ml
10ml

APS 40% 14pl

TEMED 15ul

Gels de Concentration
% acrylamide |4.5%
Protogel 0.55ml
H,O ultrapure | 3.20ml
Tp conc..4X 1.25ml

5ml
APS 40% 8ul
TEMED 8ul
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Les solutions de germination hyperosmotiques dgéplayléne glycol sont réalisées a
partir de PEG8000 (Sigma), dissout dans I'eausoradle 134 g/L afin d’obtenir une pression
de -0,27MPa a 20°C (Michel et Kauffman, 1973).

Les courbes de germination sont générées par gnesston sigmoidale de type trois,
telle que y= a/(1+€*O™) |3 méthode statistique utilisée est celle deasi square
deviation » qui implique un seuil de différencegndicatives de germination de 22% pour 50

graines.

M2. Extraction protéique et détection western blot

Apres broyage des échantillons dans I'azote liguekeprotéines solubles sont extraites
avec un tampon de lyse (HEPES 50mM, EDTA 1mM, PM&M#) a 4°C et la teneur en
protéines de chaque échantillon est mesurée pdosage au réactif de Bradford (Bio-Rad
Protein Assay), grace a une gamme étalon de B&eémem Albumine (BSA). Les protéines
sont séparées sur un gel d'acrylamide a 12% apoéséié concentrées au travers d’'un gel de
concentration a 4,5 % d’acrylamyde (Tab. M3) damgampon d’électrophorése (0,1M Tris,
0,768M Glycine, 0,1% SDS). Le gel d’acrylamide ¢&stnsféré sur une membrane de
nitrocellulose (PROTRAN, Schleicher et Schuell, K@eN.H., USA) dans un tampon de
transfert (Laemmli 1X, Méthanol 20% SDS20%) pourditection de I'anticorps PR10.
L’anticorps anti-PR10 (obtenue de H. Franssen, \Wagen University and Research Centre,
Wageningen, Pays-Bas) reconnait MtPR10-1 dWiearuncatula (Ramos et al., 2003). Un
systeme de transfert semi sec est utilisé poumdastert de l'anticorps antiMtSNF4b.
L’anticorps antiMtSNF4b est dirigé contre un peptiynthétique correspondant a la partie N-
terminale de MtSNF4b (KEKKVKDLMVNKKC-NH) et a été produit a partir de deux
lapins, inoculés avec le peptide synthétique pasolciété Neosystem (Strasbourg, France)

puis purifié sur colonne au laboratoire.

Pour la détection, la membrane est saturée une ldeums tampon de TBS/Tween 1,5%.

La membrane est incubée dans une solution de T®8el 0,05% additionné de I'AC
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primaire pendant une heure a température ambiaesedilutions des différents anticorps sont
1/1000 pour anti-MtSNF4b, 1/10 000 pour anti-PRR@ros et al., 2001). Apres trois fois

cing minutes de rincage dans TBS/Tween 0.05%, leideme anticorps, conjugué a une
peroxydase (HRP) 1/50 000, est incubé pendant A&ites sur la membrane. La détection est
réalisée par chimiluminescence (Immun-Star Weste@t@miluminescent Kit, Biorad) et

révélée par un analyseur d'image (QuantityOne)rauvets d’'un appareil de prise de vue
Chemidoc (Biorad). La quantification des protéimss réalisée au moyen de I'application

« vol. rect. Tool. » du logiciel QuantityOne (Bidja

M3. Empreintes de tissus par western blot

Des membranes de transfert nitrocellulose PROTRANt gré-incubées dans une
solution de chlorure de calcium a 0,2M pendant 30uies et disposées sur un papier filtre
imbibé d’'eau distillée. Les graines de type sauvRf@8 et la lignée RNAI MtSNF4b sont
imbibées six heures a 20°C a I'obscurité, puis sounpées a I'aide d’'une lame de rasoir. La
face coupée est mise en contact avec la feuillaitiecellulose pendant quelques secondes
pour réaliser une pré-empreinte non utilisée puisoaveau mise en contact de nouveau
pendant 15 secondes afin de réaliser 'empreiramalyse. La quantité de protéines totales
déposée est évaluée par une coloration au rougee®onlLa membrane est ensuite rincée a
'eau pour enlever le rouge ponceau, puis satubemifiutes dans du TBS tween 1,5% (1mM
Tris pH 7.5, 8 g NaCl, tween 1,5%). L’anticorpsnpaire anti-SNF4b (1/1000) est incubé sur
la membrane pendant une heure. Aprés trois ringdgeing minutes, un anticorps secondaire
Anti-Rabbit IgG-Alkaline Phosphatase (Sigma) 1/50@3t incubé pendant une heure. Apres
rincage de l'anticorps, du BCIP/NBT Liquid substratystem (Sigma) est incubé a I'obscurité
a 20°C pendant cing minutes et la révélation edtsée a méme la paillasse.
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M4. Isolement des ARN totaux et purification des ARl messagers

Les ARN totaux sont isolés selon le protocole phéhtmroforme:isoamylalcool 25:24:1
de Verwoerd (1989). Pour l'analyse par puce a ADIHs,ARN sont obtenus a partir de 50
embryons isolés de graines apres six heures d’itidriba 20°C, a I'obscurité apres deux a
trois semaines et six mois de post maturation aGes embryons permettent de définir trois
analyses comparant les différentes conditions. drebryons sont directement congelés dans
I'azote liquide pour prévenir les phénoménes demép a la blessure. Les aliquots d’ARN
total (400-80Qug) sont utilisés pour purifier les ARN messagemcae « PolyATract mMRNA
isolation system Il kit » selon le protocole dégar le fournisseur (Promega, Madison, WI,
USA). La qualité des ARN messagers est évaluéaidel’du bioanalyseur Agilent 2100
(Agilent, Palo Alto, CA, USA), un « RNA Integrity INnber » supérieur a cinq est exigé pour
la suite de I'analyse. Pour I'analyse RT-qPCR AN sont obtenus a partir de 50 embryons
lors de I'imbibition dans I'eau et de 30 embryowss| de I'imbibition dans les sucres. La
guantification des ARN totaux est réalisée par analyse spectrométrique a l'aide d'un
spectrophotométre NanoDf®pND-1000 UV-Vis. Les échantillons sont dilués jusqu

100ng(ul et 1Qul de chacun d’entre eux est utilisé pour réaliser anscription reverse (RT).

M5. Marquage Cys des cibles a hybrider, hybridation et acquisition

image

La puce a ADNc Mt16kOLI1Plus contient 16 470 sondes70 nucléotides (Qiagen,
Hilden, Germany) représentant toutes les tentatoaesensus (TCs) de « The Institute for
Genomic Research » (TIGRY. truncatula Gene Index 8 (http://www.tigr.org/tdb/mtgi)
(environ 40% du génome dd. truncatulg. Les 16470 sondes sont répliquées deux fois par
puces. Les protocoles utilisés pour la préparaties sondes et hybridation sont disponibles
dans I'annexe 3 et seront repris brievement cialessd.es ARNm sont transcrits en ADNc et

ces derniers sont marqués par deux types de cy&yBeet Cy5 selon le protocole du
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fournisseur CyScribe cDNA Post-Labelling Kit (Amleasn Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ, USA). Pour les graines imbibées apres deusisisemaines de PMS, les ADNc provenant
de deux lignées RNAI indépendantes sont marquéslasenucléotides Cy3 (six échantillons
indépendants) et le pool d’ADNc de référence pramerdes trois extractions indépendantes
d’embryons de type sauvage est marqué avec Cy5/8uRour les graines imbibées apres six
mois de PMS, les ADNc provenant d’'une lignée RNétitsmarqués avec les nucléotides Cy3
(trois échantillons indépendants) et le pool d’ADNMe référence provenant des trois
extractions indépendantes d’embryons de types gaswest marqué avec Cy5 ou Cy3. Pour la
comparaison d’état dormant face au non-dormant,plesls d’ADNc provenant de type
sauvage aprées deux a trois semaines de PMS soquésagivec Cy3 et ceux imbibés apres six
mois de PMS avec Cy5. Afin d’écarter d’éventuelsagefaux positifs dus a la différence des
marqueurs Cy3 et Cyb5, des puces de contrdle dbritigtion ont été réalisées en déposant sur
deux puces des ADNc d'un type sauvage dormant, ueargar Cy3 et Cy5, ou d’'un type
sauvage non dormant, marqués par Cy3 et Cy5. tébybridation de nettoyage des puces a
ADNCc consiste en un rincage avec SDS a 0,2% perdamt minutes, trois lavages avec de
I'eau ultrapure pendant 10 secondes, puis 20 nsri&es de I'eau ultrapure a 50 °C avant de
réaliser un séchage par centrifugation trois msat&d0g a 20°C. Chaque échantillon marqué
par Cy3 est mélangé avec une quantité équivaléétbantillon marqué par Cy5 (voir Figure
2.2 du chapitre 2), puis pré-incubé dans un miyhidation avec de I'ARNt de levure et de
'ARN polyA puis dénaturé pendant deux minutes 8°00) et pendant 30 minutes incubé a
37°C avant d’étre hybridé sur la puce a ADNc. Aptésheures d’hybridation a 42°C, les
puces a ADNc sont lavées une fois avec du SSC 28, §2% pendant une minute a 20°C,
puis une fois avec du SSC 1x, et enfin deux foscadu SSC 0,2x pendant deux minutes a
20°C. Les lames sont séchées par centrifugatidiggpéndant trois minutes a 20°C. Les puces
ainsi hybridées sont scannées par microscopie cale&fa fluorescence a I'aide du scanner
ScanArray Express Scanner (PerkinElmer, Boston, MISA) a une puissance de laser
comprise entre 75% a 100% et un gain de tube phdtiphicateur entre 65% to 100%. Les
mesures sont obtenues séparément pour chaque ctiuonoe avec une résolution de 10

Im/pixel.
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0310 0320 0370 0400

Figure M1 : Analyse en composante principale des pes des analyses comparant le type sauvage aux
lignées RNAIMtSNF4b. L'analyse est réalisée avec le logiciel Genesprily Les points jaunes représentent
les puces témoins, les points rouges et bleugquess d’analyses comparant des embryons RMSINF4bet
des embryons de type sauvage imbibés six heurés aprmois (A), et deux a trois semaines de PMS (B

16514

Genes représentés sur la
Mt16KOLI1Plus

Genes indiqués ‘présent’
dans au moins deux
réplicas sur trois

Genes
différentiels

Genes différant Genes n’appartenant aux
significativement de la genes dont la valeur
valeur des puces de moyenne est comprise
contrdle (t-test, p- entre 0,666 et 1,5.
value=0,05)

Figure M2 : procédure de sélection des génes exprim différentiellement.L’analyse est réalisée a I'aide du
logiciel Genespring 7.0 sur la puce a ADNc Mt16KORIlus. Les trois étapes de sélection des génes sont
représentées sous forme de cercles et les corsldmsélections sont expliquées pour chaque étape.
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M6. Validation de la qualité de I'hybridation et analyse des données

Une étape de contr6le des puces est nécessairdead@ rendre compte de la qualité de
I'hybridation et de sa reproductibilité techniglitanalyse en composante principale des huit
puces de l'analyse comparant les lignées RM&NF4bet le type sauvage aprés deux a trois
semaines et six mois de PMS montre la bonne reptibdité technique des puces (Fig. M1).
Par ailleurs, la puce a ADNc Mt16kOLI1Plus est ¢ibnée de genes aliénes de référence.
L'un de ces génes, BAR, est présent dans le vestrant a l'insertion de la construction
RNAI dans les lignées RNAUtSNF4b Il montre une expression différentielle de 5,2 en
moyenne dans l'analyse d'embryons imbibés aprés @aléwis semaines de PMS, et de 1,95
dans l'analyse d'embryons imbibés aprés six semalaePMS. Ce géne constitue un bon

marqueur afin de vérifier le sens de lecture dealigse microarray.

L'intensité des signaux est mesurée avec le ldgitanalyse d'image GENEPIX PRO

5.0 (Axon Instruments, Union City, CA, USA). L’ayak statistique des intensités des signaux
est réalisée avec le logiciel GENESPRING 7.0 ré&glé une normalisation par point et par
puce et un seuil d'intensité minimum de 200. Sdaks génes présentant une différence
significative entre les puces d’analyse et les pudee contrle avec une p-value de 0,05 sont
analysés. A partir de ces genes, seuls ceux montrendifférence d’expression d’au moins
1,5 dans chaque réplicat biologique sont considénéame étant différentiellement exprimés
(Fig. M2).

M7. PCR et RT-gPCR en temps réel

Les conditions de température et de durée des groges de PCR utilisés pour les
différentes expériences reéalisées et les amordeges sont regroupées dans les Tableau M2
et X+1. Les réactions de transcription reverse $aiteés sur 1 ug d’ARN total avec le kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Calweuf, France) en suivant le protocole
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£ T0P0

| a1 [ CmR PN arR2 [V5 epitope  6xHis [ % M
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ccdB ccaB
- LA clonzse 1 'A‘
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+ vector p— clone +

BP clonass

Kan®

Figure M3 : Vecteurs utilisés pour la complémentatin et réaction LR. (A) vecteur de destination : pYES-

DEST52 utilisé pour I'expression dans la levure). ¥Bcteur d’entrée : pENTR/D-TOPO. (C) Réaction émre
le vecteur d’entrée et le vecteur de destination.
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du fournisseur. Des triplicats de 10 pl de prodigitRT dilué au 1/6%4°sont utilisés pour
réaliser la PCR quantitative sur I'ABI PRISM 7108g8ence Detection System et du SYBR
Green comme marqueur de fluorescence spécifiqualaasies brins d’ADN. Le blanc est
évalué sur les cycles compris entre 3 et 19 etdd a environ % du maximum d’intensité de
fluorescence. LARNmM deMSC27 un geéne exprimé constitutivement, est utilisé mam
transcrit de référence afin de normaliser les desnén fonction de l'efficacité de la
transcription reverse (Gallardo et al., 2007). agidiel d’analyse des courbes de dissociation
d’Applied Biosystems est utilisé pour s’assurettaspécificité du produit de 'amplification.
Les differences d’abondance de transcrits songsgmtées relativement a une condition de
contréle ('expression la plus faible). Cette diéféce est calculée par I'équation dd“2", ou

2 est la valeur de l'efficacité théorique de l'aifightion et ou le terme AACt représente les
différences de la valeur moyenne du CT entre lalitiom traitement et la condition control
pour le géne cible et pour le géne de réference. WMISC27, AACt = (Ctipe -

moyenne(Giisc2?))w -(moyenne(CGipie)-moyenne(Ghiscay))w (Livak et al., 2001).

M8. Clonage et Plasmides

M8.1 Clonage des ADNc de MtSNF4b pour la complémeation

Les vecteurs utilisés pour la complémentation etldeble hybride bactérien sont
représentés dans la Figure M3. Les plasmides pEDTRIPO et pYES-DEST52 sont
utilisés pour réaliser le clonage dans la souchead&eries et la transformation des souches de

levures avec ’ADNCc du transcrit ddtSNF4b(Invitrogen, http://www.invitrogen.con)/ Les

plasmides pBT et pTRG sont utilisés pour réaliserdlyse double hybride et conférent aux
souches de bactéries une résistance au chlorangphéai a la tétracycline (Stratagene,
www.stratagene.cojn Pour la complémentation, la séquence codanteMt&NF4b est

amplifiée en PCR avec les amorces TOPOMtSNF4b (Vi&).et rétro-transcrite avec un M-
MLV Reverse Transcriptase (Promega) suivant leqmale du fournisseur. Le fragment PCR
est inséré dans le vecteur d’entrée pENTRY D/TOROcqntient une cassette Gateway®
(Invitrogen) suivant le protocole du fournisseunskHite, grace a la réaction LR, la séquence
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chloramphenicol|

\ tetracycline | v '~~-\\\\\{RNAP—olpho

pPTRG (recombinant) |

-target insert

B P lpp/lac-UV5

pBT (recombinant)
bait insert”

‘ L p15A ori

|c1mbdc1-<:|]1”‘-- ]
P lac-UV5 T LColEl ori

Figure M4 : Cartes des plasmides utilisés lors desanipulations de double hybride.(A) plasmide pBT
utilisé pour accueillir la séquence « hamecoltSNF4h (B) plasmide pTRG utilisé pour accueillir la séque

de MtSNFa1 et la banque d’ADNCc.
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MtSNF4best insérée dans le vecteur de destination pYESTBE via une recombinaison
entre les sites AttL1 et AttL2 avec les sites AttR1AttR2 (Fig. M3). L'insertion a été
confirmée par séquencage de MtSNF4b a partir descas TOPOMtSNF4b (Tab. M2)

M8.2 Construction d’'une banque d’ADNCc et clonage de ADNc de
MtSNFal et MtSNF4b

L’ADNc de MtSNF4b a été amplifié a partir d’ARN deaines seches. Aprés une étape
de transcription inverse (QuantiTect Reverse Trdpison Kit, Quiagen), 'ARN reverse
transcrit est cloné dans le vecteur pBT fusionnie protéine reconnaissant le sitc en
utilisant des amorces spécifiques contenant des dé restriction EcCoRI et BamHI (Fig. M4).
La protéine cibleMtSNFal (TC116507), a été clonée a partir d’ARN de grasgshes dans
le vecteur pTRG fusionné a une ARN polymérasen utilisant des amorces spécifiques

contenant des sites de restriction Notl et EcoR). (M4).

M9. Complémentation des mutantdAsnf4 par MtSNF4b

M9.1 Préparation des cellules compétentes @accharomyces cerevisiae

Avant la transformation, les cellules souches deéants 4snf4 (mcy2e34) (Obtenues de
M. Carlson, Colombia university, Jiang et Carls@897) sont rendues compétentes. Une
colonie de la souche a rendre compétente est ensémeéans un milieu complet YPD (10 g
Yeast Extract (Sigma), 20 g peptone (Difco), 20gd8ke (Sigma), gsp 1000 ml) a 30°C sous
une agitation de 200rpm jusqu'a atteindre unesd@® 1 (10 cellules par ml de YPD). La
DOggo est ramenée a 0,2 dans 10ml de YPD et incubé&tapen-5 heures a 30°C a 200 rpm
jusqu'a un DO=1. Les levures sont centrifugées a@nd min a température ambiante, puis
reprises dans 10 mL du 1X LiAc/0.5X TE (Acetatelitdum 100 mM pH 7,5 ; Tris-HCI 5
mM pH 7.5 ; EDTA 0,5 mM). Apres une deuxiéme étdpecentrifugation, les cellules sont

reprises en suspension dans 15uL de LiAc 1X/BK.0
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M9.2 Transformation et tests de complémentation ddsnf4

Pour I'analyse de complémentation fonctionnelles sleuches d8. cerevisiaale type
sauvage SNF4 (MCY2649) et de tydisnf4 (MCY2634) ont été utilisées (Tab. M1). La
souche mutantAsnf4 incapable de croitre sur les sources non ferrseifiles de carbone, est
transformée avec les différents plasmides déridanpYES-DEST52 (Fig. M4)e plasmide
PYES-DESTS52MtSNF4b (pDEST52MtSNF4h (1ug) et le plasmide vide pYES-DEST52
(1pg) sont incubés avec 50ug d’ADN de sperme de sautgoaturé et 50 pL des cellules
compétentes dans 300uL de 1X LiAc/40%PEG-3350/14{Atetate de lithium 100 mM pH
7,5 ; Tris-HCI 10 mM pH 7.5 ; EDTA 1 mM ; 40% PEG®)), préparée extemporanément a
28°C sous agitation lente. Un choc thermique dsicefé pendant 20 minutes a 42°C. Les
levures sont ensuite centrifugées pendant 2 mig08d et reprises dans le milieu minimum
YNB+GLU2% (YNB = 1,7 g/L Yeast Nitrogen Base (Difco5g/L Ammonium sulfate
(Fluka), 0,1 g/L leucine (Sigma), 0,05 g/L histiditSigma), gsp un litre, 20 g/L glucose
(Sigma)) pour étre ensuite incubées a 30°C per@lant jours. Les levuressnf4 montrant
une auxotrophie pour l'uracile, seules les levirassformées par pYES-DEST52 peuvent se
développer sur ce milieu. Une PCR réalisée aveanhesces internes ddtSNF4bpermet de
sélectionner une souche contenant pYES-DESTBENF4b Les colonies positives
sélectionnées par PCR ont été étalées sur un myidB+GAL2% (YNB, 20g/L agar
(Sigma), 20 g/L galactose (Sigma)). Les coloniesdgeeloppant sur ce milieu sont
sélectionnées pour la suite de la manipulation. cbanplémentation est testée par la
restauration de la croissance d'une soutéief4 transformée par pDEST92tSNF4bsur le
milieu YNB+URA+GAL2%. Les souches de type sauvatgsnf4 deAsnf4+HpDEST52, de
Asnf4pDEST52MtSNF4h sont remises en croissance dans un milieu YNB+23hWYNB,
20g/L agar (Sigma), 20 g/L glucose (Sigma)) et damsnilieu YNB+URA+GLU2% (YNB,
0,1g uracile (Sigma), 20g/L agar (Sigma), 20 ghlicgke (Sigma)). Les cultures sont amenées
a saturation et centrifugées avant d’étre repdses un milieu YNB+GAL2%. Les différents
inoculi sont étalés a [I'd6se sur des milieux solidédNB+URA+GAL2% et
YNB+URA+GLU2% et incubés a 28°C pendant cing jours.
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M10. Double hybride bactérien

Deux souches &. coli ont été utilisées pour I'analyse double hybrideb(Td1). La
souche XL1-Blue MRF" Kan est utilisée pour la protthn de vecteurs et la souche de
cellules reportrices compétentes (Stratagene)uamtlun géne HIS3 et addA sous contrble
d’'un promoteur reconnu pac, est utilisée pour le criblage (Tab. M1). Ledietix non
sélectifs, sélectifs simples et sélectifs doublast préparés sous la hotte. La solution non
sélective est réalisée a partir de 67,5mL de mdieditif M9 (10 ml de glucose 20% + 5 mL
de adénine HCI 20 mM + 50 mL de His dropout amicid 40x (BD, Clontech) 0,5 mL de 1
M MgSO4, de 1 M Thiamine HCI, de 10 mM ZnSO4 de 1l CaCl2, et de 50 mM IPTG
), de 50mL de sels M9 (Na2HPO4: 67.8g9, KH2PO4: 39aCl. 5g, NH4Cl: 109g) et de
0,25mL de chloramphénicol et de tétracycline (@espement a 25 et 12,5 mg/mL). Les
solutions sélectives simples ou sélectives dousibes complétées avec 5 mM de 3-AT ou 5
mM de 3-AT et 0,5 mg/mL de streptomycine. Pourrtebeux solides, 7,5 g/L d’agar sont
ajoutés a la solution de départ. Les cellules coempés ont été transformées avec pBT-
MtSNF4bet pTRGMtSNFa1, selon le protocole du fournisseur (Bacteriomatch hybrid I

system,http://www.stratagene.com/manuals/200412.,patiis étalées sur un milieu sélectif

double contenant du 3-AT et de la streptomycingnahilieu non sélectif. Une colonie s’étant
développée sur milieu sélectif est sélectionnémise en culture en méme temps que des
cellules reportrices de contrdle positif transfoemé@vec pBT-GF2/pTRG-Galll et négatif
transformées avec pBT/pTRBtSNFal ou avec pBTMtSNF4BpTRG-Galll dans un milieu
liquide inducteur contenant du chloramphénicol etaltétracycline et 1M d’'IPTG. Apres
une nuit d'incubation a 37°C sous agitation a 26Qrfes cultures saturées sont diluées en
cascades (1/10 ; 1/100 ; 1/1000) et des goutteX)qlet de chaque culture sont déposées sur
un milieu sélectif double et un milieu non sélectiés cultures sont alors incubées deux a

trois jours a 37°C sur les différents milieux.

Pour la construction de la banque ADNc, les ARNt &xtrait a partir de 50 radicules
seches de graines matures deM. truncatula avec le  protocole
phénol:.chloroforme:isoamylalcool 25:24:1 de Verwbéi989). La banque d’ADNc a été
construite selon le protocole du fournisseur etaiie a été évaluée a 5XLOUFC par nos

collegues de [I'équipe MORE grace a une transfoonatitémoin. Le criblage
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de la banque d’ADNCc est réalisé selon le protodaoldéournisseur (Bacteriomatch two hybrid

Il system,http://www.stratagene.com/manuals/200412.pté produit de co-transformation

entre la banque d’ADNc et pBVHSNF4best étalé sur un milieu sélectif simple contemhant
3-AT : des colonies s’y développent en trois joar87°C. Or le protocole du fournisseur
indique que ce développement intervient normalenagmés 24 a 36 heures. Nous avons
décidé de ne sélectionner que les colonies se ajipeehit en moins de quatre jours. Les
colonies sélectionnées sont repiquées sur un naéactif double contenant du 3-AT et de la
streptomycine. Environ 60% des colonies repiquéedéveloppent sur ce milieu. Elles sont
repiquées dans un milieu liquide non sélectif et BEER sont réalisées sur ces colonies avec
des amorces internes au vecteur pTRG flanquant Nl&Dnséré (Tab. M2). Le produit
amplifié est ensuite séquencé et la séquence abesiwalignée par un blastn dans la base de

données de la fondation Samuel Nobdlttd://bioinfo.noble.org/gene-atlas/y2/ Trois

criblages indépendants ont été réalisés, reprégesmairon 2x16 UFC chacun, soit 2,4% de
la banque d’ADNCc.

M11. Dosage des sucres

Les graines dé/. truncatulasont imbibées a 20°C dans I'obscurité et troiszgine
d’embryons sont préleveées a 0, 6, 24, 48 heuresbddition pour chaque génotype (type
sauvage, le témoin RNAI et trois lignées RNMtSNF4L). Les graines proviennent toutes
d’'une méme récolte ayant été imbibée apres deusisigdemaines ou six mois de PMS. Les
embryons prélevés (15 a 20 mg) sont lyophilisésépet broyés dans 1ml de MeOH80% (v/v)
et 40uL de mélézitose 4g/L est ajouté comme stdnaderne pour la quantification. Les
échantillons sont ensuite incubés 15 minutes a ,7p8& séchés au speed-vac (40°C, 2h v¥2),
les culots sont repris dans 1ml d’eau ultrapurenal/analyse par HPLC d’une dilution au %
de I'échantillon. Les sucres sont analysés parystesie DIONEX BioLC (Dionex Corp.,
Sunnyvale, CA, USA) equipé d’'une précolonne ASIieschanger et d’'une colonne Dionex
CarboPac PAl1 (2 x 250 mm) et d'un solvant compatialec la cellule de détection
electrochimique (électrode de travail en or ettébele de référence Ag/AgCl) en utilisant de
'eau ultrapure comme solution E1 et du NaOH a Oddvhme solution E2. Les sucres sont

séparés avec 100 mM NaOH a 0.25 mL/min pendantidtes, suivi par une étape de rincage
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Al

TSA10%

Figure M5 : Isolement de la souche dXanthomonasde type fuscans a partir de symptémes foliaired.es
symptomes évolutifs sont prélevés et macérés dareau. Le liquide de macération est ensuite &aléun
milieu TSA 10% et mis a incuber a 25°C pendanstjours.
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(150 mM NaAc, 850 mM NaOH) de 5 minutes avant déquilibrer la colonne avec 100 mM
de NaOH. Les temps de rétention de chaque sucteésalués par un standard qui permet
également la quantification absolue des oses. b@n®de molécules par mg de matiére seche

est calculé a partir de la masse molaire de chsggere.

M12. Méthode d’inoculation et d’incubation des planules et des

semences

Les manipulations de pathologie ont été réaliséessspt souches d€anthomonas
réparties dans différentes classes phylogénétifiteds M1). Les milieux de culture utilisés
lors des manipulations de pathologie sont un mil&A 10% (1.7 g/l tryptone, 0.3 g/l
soybean peptone, 0,25 g/l glucose, 0,5 g/l Nad,dll K2HPO4, 15 g/l d’agar 50 mg/l
cycloheximide et 10 mg/l propiconazole) et un mili€SA 10% sélectif contenant de la
rifamycine (50mg/ml). Les plantules dé. truncatula(cv. R108), agées de 20 jours, sont
inoculées sous vide deux minutes a moins de 0,02 pP immersion des parties aériennes
dans les inoculi de sept souchesX#nthomonasy 10° bactéries par ml d’'H20 (+ trois
gouttes de Teepol pour 50ml ¢®l) (Tab. M1). La concentration a été évaluée pa un
mesure au turbidimetre et contrdlée par un comptiegeunités formant colonies (UFC)/ml
sur un milieu TSA 10%. Un contrdle négatif consisteune infiltration dans de I'eau afin
d’évaluer les symptémes liés a la méthode d’'indmna Les plantules sont ensuite incubées
15 jours a 25°C et 95% d’humidité relative et lgmptdmes sont notés sur quatre plantules
par pathovar suivant une classification a troisréam®: compatible, incompatible et sans
symptdme. Un ré-isolement a partir des symptomesgggués pak. axonopodipv phaleoli
CFBP 4834 (fuscans) a été effectué pour boucleydte de Koch pour cette situation. Les
feuilles montrant des symptémes évolutifs ont dacérées dans de I'eau distillée stérile et le
liquide obtenu a été étalé sur un milieu TSA10%etbé trois jours a 25°C. Les colonies de
type fuscans sont aisément identifiables grace @rdaluction d'un pigment mélanique
diffusible en milieu gélosé (Fig. M5).
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Les graines imbibées pendant six heures a 20°2580 sont inoculées sous vide deux
minutes & moins de 0,02 MPa dans un inoculuraghomonas spg 10’ MPa. Les graines
sont alors incubées a 20°C ou 25°C et prélevéeaisarr de trois fois cing graines par
prélevement, puis mises a macérer pendant deuxtesirdans deux millilitres d’eau. La
solution de macération est ensuite diluée en cascad étalée sur un milieu sélectif
(TSA10%+RIF) et un milieu non sélectif (TSA10%) moyen d’'un distributeur en spirale
(Spiral). Le milieu non sélectif permet le comptaigela flore totalei.e. inoculée et endogéne,
alors que le milieu sélectif permet le comptagéadore inoculée seule du fait de la résistance
a la rifamycine des souches sélectionnées pouoclilation sur graines. Le comptage du
nombre d’ufc est réalisé apres trois jours d'indidmaa 25°C et le résultat du comptage est

donné en nombre d’unités formant colonies (ufc)mualilitre de solution de macération.

M13. Bioinformatique

La classification des transcrits révélés par I'gs@lmicorarray a été réalisée a partir de la
classification de The Munich Information Center Ryotein Sequences (MIPS) (Mewes et al.,
1999) et les genes annotés automatiquement oneéfies individuellement. Le programme
multalin du génopdble de Toulouse a été utilisé dinréaliser les alignements protéiques et

nucléotidiques dans sa configuration par défatip{//bioinfo.genotoul.fr/multalin/(Corpet et

al., 1988). Les recherches de séquences ont digeesapar des blastn ou des blastp a partir de

la base de données The Gene Index Projéttp:{/compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-

bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicayaont un nombre significatif d’EST provient de TBamuel
Roberts Noble Foundation et de The Institute fon@eic Research. Les diagramme de Venn
ont été réalisés grace a une application pour hapapaison de listes de genes GeneVenn
(Pirooznia et al., 2007). La carte représentangésees liés aux stress biotiques du chapitre 11l
a été realisée a l'aide du logiciel de représeamagjraphique de listes de genes de grandes
tailles MAPMAN (Thimm et al., 2004).
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Summary

Dormant seeds are capable of remaining alive in the hydrated state for extended periods
of time without losing vigor, until environmental cues or after-ripening (AR) result in
the release of dormancy. Here, we investigated the possible role of the regulatory
subunit of the sucrose nonfermenting-related kinase complex, MtSNF4b, in germination
and dormancy of Medicago truncatula seeds. We show that MtSNF4b expression and its
involvement in a high Mw complex remains in dormant seeds, whereas imbibition of
fully after-ripened, non-dormant seeds leads to dissociation of the complex.
Transcriptome analyses on freshly harvested and after-ripened imbibed mutant and wild
type embryos suggested that MtSNF4b plays a role in the regulation of a biotic stress
response in hydrated dormant embryonic tissues, affecting the expression of genes
encoding enzymes of flavonoid and phenylpropanoid metabolism, WRKY transcription
factors and pathogenesis-related (PR) proteins. The silencing-induced reduction in PR-
10 transcripts was confirmed on the translational level. Silencing MtSNF4b also
increased the speed of AR during dry storage, an effect that appears to be related to a
change in base water potential yB(g). No significant difference in ABA content or
sensitivity was detected in mutant versus wild-type seeds during imbibition, suggesting
an ABA-independent regulation by MtSNF4b on AR. Overall, the results suggest that
SNF4b participates in the regulation of a constitutively activated biotic defense response
in hydrated, dormant seeds.



Introduction

The end of seed development is characterized by the termination of seed filling,
decrease in seed water content and progressive arrest of metabolism. During this final
phase, seeds like those of Medicago truncatula acquire the capacity to resist the dry
state for long periods of time, also referred to as longevity, and enter in a dormant state.
Dormancy is a genetically and environmentally determined developmental state that is
imposed during imbibition of freshly harvested seeds, during which metabolism is
active, but growth processes are repressed (Finch-Savage et al., 2006; Bewley et al.,
1994). Dormancy is gradually lost during the time-dependent process of after-ripening
(AR) that occurs in the dry seed. In the dormant state, seeds are capable of remaining
hydrated for extended periods of time without losing vigor (Finch-Savage et al., 2006;
Bewley et al., 1994; Baskin ef al., 1998). In addition, fluctuations of the environmental
conditions will cause the seeds to undergo hydration and dehydration cycles in the soil,
and they can do so without losing their ability to germinate. Apparently, dormant seeds
have developed an array of protective mechanisms to remain alive until environmental
cues are provided to release dormancy and lead to germination and seedling
establishment.

The sucrose non-fermenting related kinase (SnRK1) is known for its central role
in energy metabolism, linking stress, sugar and developmental signals to regulate plant
metabolism, energy balance, growth and stress response (Baena-Gonzalez ef al., 2008;
Ananieva, et al., 2008; Schwachtje et al., 2006). The complex has also been shown to
play a role during seed maturation, affecting storage accumulation and leading to
occasional precocious germination (Radchuk ez al., 2006; Rosnoblet et al., 2007). The
SnRK1 complex is composed of an o auto-inhibitory catalytic subunit that is activated
upon interaction with two other non-catalytic subunits, a B-subunit (SnRKp), suggested
to play an essential role in the subcellular localization and specificity of recognition
between the kinase complex and its targets, and a y-subunit (SNF4/SnRKY), thought to
regulate the activity of the complex (Kleinow ef al., 2000; Halford et al., 2000). Several
regulatory B and v, subunits exist in plants that are differentially regulated at the
transcriptional level according to stress and developmental stage (Bouly et al., 1999;
Buitink et al., 2004). In seeds, several SnRK3 and SnRKYy subunits are co-expressed,
suggesting co-existence of several SnRK1 complexes formed by different regulatory
subunits (Buitink er al., 2004). This might explain the strong pleiotropic effects
observed when the catalytic subunit is down-regulated (Baena-Gonzalez et al., 2008;
Radchuk ez al., 2006).

The expression of one subgroup of the SnRKy subunits,
Pv42/LeSNF4/MtSNF4b, is correlated with the final stage of maturation, when
longevity and dormancy is acquired (Buitink et al., 2004; Bradford et al., 2003).
MtSNF4b is expressed in parallel to the induction of desiccation tolerance and silencing
affects oligosaccharide metabolism and longevity during maturation (Rosnoblet et al.,
2007; Bradford et al., 2003). LeSNF4 transcripts are ABA inducible in tomato seeds and
their accumulation is linked to the inability of seeds to germinate, remaining high when
radicle protrusion is blocked by ABA, water stress, far-red light or dormancy (Bradford
et al., 2003). LeSNF4 was shown to functionally complement a snf4-deficient yeast
mutant, indicating that it represents a true regulatory subunit of the SnRK1 complex
(Bradford et al., 2003).



In this study, we investigated the possible role of MtSNF4b in seed germination
and dormancy of M. truncatula seeds. We show that MtSNF4b expression and complex
formation is related to the AR status of the imbibed seeds. A transcriptomic analysis on
imbibed mutant and wild type embryos demonstrated that MtSNF4b silencing reduces
gene expression related to biotic stress and secondary metabolism in dormant
embryonic tissues. These genes represent a small subset (12%) of the differentially
expressed genes between dormant and non-dormant wild-type tissues. In addition, a
large number of other genes related to defense were repressed in the mutant seeds prior
to AR. In addition, physiological analysis showed that silencing MtSNF4b increased the
speed of AR independently from ABA. The results suggest that SNF4b plays a role in
constitutive defense responses during hydration of dormant M. truncatula seeds.

Results
SNF4b expression and complex formation is related to dormancy

In order to investigate the role of MtSNF4b in dormancy in M. truncatula seeds, we first
characterized its dormancy behavior. Seeds of M. fruncatula do not germinate readily
under optimal conditions when imbibed 4d after harvest; they exhibit non-deep
dormancy comparable to that of Nicotiana plumbaginifolia (Faria et al., 2005, Grappin
et al., 2000) (Fig. 1a). Subsequent storage of freshly harvested seeds under controlled,
dry conditions led to the gradual release of dormancy, referred to as AR, and
concomitant increase in germination speed (Fig. 1a). Seeds that are imbibed after two
weeks of AR take 10-14 days to germinate at 20°C in the dark, whereas breaking of
dormancy either by 1 year of AR or an incipient cold imbibition (48h at 4°C) results in a
seed population that germinates within 24h under similar imbibition conditions.
Incubation in fluridone to block ABA and carotenoid synthesis released dormancy and
increased germination speed comparable to those of fully after-ripened seeds (Fig. 1a).
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Fig. 1. SNF4b expression and complex formation in relation to dormancy and germination. (a)
Germination curves of M. truncatula seeds at 4d of after-ripening (AR) (solid squares), at 2-3 weeks
of AR (open circles), imbibed first for 48h at 4°C (open triangles), imbibed in 100 uM fluridone (open
triangles) and seeds imbibed at 6 months AR (closed triangles). Seeds at different times of AR were
imbibed at 20°C in the dark and germination was scored when radicles protruded the seed envelope.
Data are significantly different when they differ by 18% or more (x-test, P<0.05). (b) Relative
transcript level (+SE) of MtSNF4b in seeds during imbibition at 20°C after 2-3 weeks (dormant, D) or
6 months (non-dormant, ND) of AR. (c) Western blot analysis of MtSNF4b in seeds of M. truncatula
after 1-2 weeks of AR and 48h of imbibition at 20°C (D) or 4°C (ND) after separation of the protein
extracts by their Mw using gel filtration chromatography according to Rosnoblet et al. (2007).



To investigate whether MiSNF4b gene expression was regulated in relation to
dormancy, as found for LeSNF4, its expression was analyzed by RT-qPCR. MtSNF4b
transcripts in embryos initially decreased during imbibition, but were re-induced upon
further imbibition of freshly harvested, dormant seeds (Fig. 1b). In contrast, transcripts
disappeared upon further imbibition and prior to germination in non-dormant seeds,
obtained after 6 months of AR.

Previous studies using yeast and plant native extracts demonstrated, using
chromatography techniques, that the catalytic subunits together with their regulatory
counterparts were present in high-molecular-weight (Mw) fractions, and that this
assembly corresponded to the activity of the SNF1 complex (Sugden ef al., 1999;
Estruch et al., 1992). We previously demonstrated that MtSNF4b moves into a high
molecular weight (Mw) complex during the final stages of maturation (Rosnoblet ef al.,
2007). To investigate the link between SNF4b complex formation and dormancy,
soluble proteins were extracted from hydrated dormant seeds after imbibition for 48h at
20°C, or from hydrated seeds in which dormancy was released by imbibition at 4°C.
Under either imbibition condition, no seeds had germinated after 48h, but cold-treated
seeds germinated within 12h compared to 12-14d for the seeds that were imbibed
directly at 20°C. Freshly extracted native proteins were separated by gel filtration after
which the presence of the SNF4b protein in the different fractions was analyzed by
western blot (Fig. 1¢). SNF4b was not only visible in those fractions corresponding to
its own Mw (around 42 kDa), but a high-Mw complex of 400-600 kDa containing
SNF4b (fractions 1-4) was detected in dormant seeds. In contrast, imbibition of seeds in
which dormancy was released resulted in a partial dissociation of the complex,
evidenced by the almost complete absence of SNF4b in these same fractions. Further
imbibition of non-dormant seeds was previously found to lead to complete
disappearance of SNF4b in the fractions > 200 kDa (Rosnoblet et al., 2007). This
suggests that during hydration of dormant seeds, the SNF4b-associated complex
remains intact.

Transcriptome profiling points to a role of MtSNF4b in gene regulation as a function of
after-ripening time

To detect genes that are potentially regulated by M:SNF4b, we made use of the
previously produced lines in which MtSNF4b was silenced by RNAi (Rosnoblet et al.,
2007), together with a set of controls to verify effects of transformation and RNAi
mediated effects. Silencing M:SNF4b reduced protein levels of SNF4b to almost
undetectable levels compared to wild type seeds (Rosnoblet ef al., 2007) (Fig. S1). A
transcriptome analysis was performed on 6h-imbibed embryos of wild type and RNAi
MtSNF4b lines at 2-3 weeks of AR, referred to as the fresh (F) dataset. Since the SNF4b
complex remained present only in freshly harvested imbibed seeds, we also compared
wild type versus RNAi1 MtSNF4b seeds at 6 months of AR, in which the complex
dissociated upon imbibition (referred to as stored, S-dataset). A third analysis was
added to identify the genes that are differentially expressed in dormant (freshly
harvested) versus non-dormant (after AR), since this dataset is not yet available for M.
truncatula seeds. For this purpose, a comparison was made between wild type seeds
after 2-3 weeks of AR versus 6 months of AR, using the RNA of the F and S-datasets
(dormancy, D-dataset). Sets of genes that showed enhanced or decreased expression in



each of the three datasets were identified and their overlap is presented in a Venn
diagram (Fig. 2, Dataset S1).

A total of 217 genes are present in the F-dataset compared to only 37 genes in
the S-dataset, confirming a dormancy-related link as found for MtSNF4b expression
and complex formation (Fig. 2). Comparison between the F and S-datasets showed that
irrespective of time of AR, only 7 genes were differentially up-regulated in both
datasets, such as 12-oxophytodionoate (OPDA) reductase, a Myb TF and 2 genes
encoding plant lipid transfer proteins (MtNJ5). Interestingly, when a threshold P-value of
0.05 instead of 0.01 was used, an additional 2 genes encoding 12-OPDA reductase as
well as gluthathione-S-transferase were detected.

upP DOWN
D-dataset

D-dataset F-dataset F/WT S
WT FIWT S WT/RNA

F-dataset
WT/RNAI

S-dataset S-dataset
WT/RNAI WT/RNAI

Fig. 2. Venn diagram comparing overlapping genes that are up-regulated or down-regulated in wild-
type / RNAi1 MtSNF4b embryos at 2-3 weeks of AR (F-dataset), at 6 months of AR (S-dataset) or in
wild type embryos at 2-3 week of AR / 6 months of AR (D-dataset). AR, after-ripening; F, fresh; S,
stored; D, dormancy. P<0.01.

Twenty-one genes were overlapping between the D-dataset and F-dataset.
Twenty of them were up-regulated in wild type seeds at 2-3 weeks of AR, encoding
several pathogenesis-related proteins (ABR17/18) that are developmentally regulated
during seed development (Iturriaga et al., 1994), as well as genes encoding chalcone
synthase and chalcone reductase, peroxidases or caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase
(Dataset S1). Only one gene overlapped between the down-regulated F- and D-datasets,
encoding a small heat-shock protein. An additional 175 genes were found in the D-
dataset that were not detected in the F-dataset, such as legumins and caleosins amongst
the up-regulated genes and 126 down-regulated genes, such as ribosomal RNAs or
several phosphatase 2C proteins that function as a negative regulator in ABA signaling
(Yoshida et al., 2006) (Fig. 2, Dataset S1). Apparently, silencing MtSNF4b changes the
expression of a subset of genes that are regulated in relation to AR.

MtSNF4b silencing reduces gene expression related to secondary metabolism and biotic
stress

From the comparison between the different datasets, it is evident that the largest set of
genes that are regulated differentially between mutant and wild type are up-regulated
genes of the F-dataset (Fig. 2). Apparently, silencing MtSNF4 results in a decrease in
the expression of these genes when seeds are not yet fully after-ripened. The main
classes characterizing the 162 up-regulated genes in the F-dataset are related to
secondary metabolism, biotic stress, cell wall, transcription factors and transport (Tab.
1). A large number of genes are implicated in secondary metabolism, encoding enzymes
related to flavonoid and phenylpropanoid biosynthesis. A closer look among them
revealed that 27 genes encode different isoforms of 11 out of 13 enzymes involved in
medicarpin biosynthesis (Dataset S2 and Fig. S3). The class of transcription factors
contains genes that are also known to be involved in biotic stress, including five WRKY



Table 1. Classification of up-regulated or down-regulated in wild-type / RNAi MtSNF4b embryos at 2-3
weeks of AR (F-dataset). P<0.01, fold-difference> 1.5.

WT/RNAI (fold change)
Classification >1.5 (P<0.01) <-1.5 (P<0.01)
Metabolism 48 4
Secondary metabolism 35 2
Amino acid metabolism 3 1
Lipid, fatty acid and isoprenoid 4 0
Hormone metabolism 4 0
Carbohydrate metabolism 1 1
Cell rescue 22 17
Disease, virulence and defense 19 0
Detoxification 2 4
Stress response 1 13
Cell wall 13 2
RNA regulation of transcription 9 1
Cellular transport 10 1
Energy 1 0
Protein synthesis 1 0
Protein fate 5 0
Development 2 0
Signal transduction 1 1
Unclassified proteins 51 29

transcription factors and 2 ethylene responsive TFs. In addition, four genes related to
protein fate encode RING-H2 finger proteins were detected that belong to the ATL
subfamily, suggested to be involved in the early steps of the plant defense signaling
pathway (Serrano et al., 2004). These results were confirmed for several genes by RT-
gPCR (Fig 3, Fig S2). In wild type seeds, transcript levels of two genes found in the F-
dataset, chalcone reductase (CHR) and a pathogenesis-related protein (PR10), increased
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Fig. 3. Characterization of expression of chalcone reductase (TC100400) and pathogenesis-related
protein (TC109466) in relation to time of AR. (a, d) Relative expression of CHR (a) and PR10 (d)
during imbibition of wild type seeds after 2 weeks of AR (closed symbols) or 6 months (open symbols).
(b, ¢, e, f) Relative expression of CHR (b, c¢) or PR10 (e, f) in 6h-imbibed embryos of control and RNAi
MtSNF4b lines at 2 weeks (b, ) or 6 months (c, f) of AR. Data are the means of three replicates +SE
(g) Western blot analysis of 6h-imbibed embryos of control and RNAi MtSNF4b lines using the PsSRH2
antibody that recognizes MtPR10-1 (Ramos ef al., 2003). WT, wild type; RNAi empty, seeds
transformed with the empty plasmid used for the silencing; RNAi contrl, the same plasmid containing
an RNAI construction targeted against the proximal region (1.2 kb) of the MtENOD40-1 promoter.



sharply during imbibition after only 2 weeks of AR, whereas transcript levels remain
low when seeds were imbibed after complete AR (Fig. 3a, 3d). In addition, the RT-
gPCR analysis confirmed both for CHR (Fig. 3a-c) and PR10 (Fig. 3d-f) the reduced
expression in 2 week AR mutant seeds compared to wild type seeds as found by the
microarray analysis, using 3 independent RNAI lines together with wild type seeds and
seeds transformed with a vector containing RNAIi construction targeted against the
proximal region of the MtENODA40-1 promoter to serve as control for RNAi-induced
silencing. Comparable observations were made on a number of other genes involved in
secondary metabolism (/FR, IFS, PAL) on two different harvests before and after AR
(Fig. S2). It was verified that the differences in PRI0 gene expression were also
detected at the protein level using a PR10 family specific antibody (Ramos ef al., 2003)
(Fig. 3G). For three independent biological replicates, western blots confirmed that
PR10 protein level was higher in control seeds than in mutant seeds.

Classification of the 55 down-regulated genes in the F-dataset reveals that 26
genes are related to abiotic stress, encoding 8 heat shock proteins, 5 LEA proteins and 4
detoxification enzymes (Tab. 1 and Dataset S2). Possible, the absence of SNF4b
provokes a stress response, also evident from the up-regulation of a heat shock
transcription factor in the mutant seeds. Overall, these data suggest a role of MtSNF4b
in the activation of constitutive defense responses to biotic stress when seeds are in a
dormant state.

Silencing MtSNF4b affects the speed of AR of freshly harvested seeds

Previously, we demonstrated that the germination speed of fully after-ripened seeds
(after 6 months of dry storage at 20°C) was comparable for seeds of wild type compared
to RNAi MtSNF4b seeds (Rosnoblet et al., 2007). However, we observed for harvested
seed batches that were after-ripened for only 2-4 weeks that RNAi M¢SNF4b seeds
germinated faster than wild type seeds. To further investigate this phenotype, we tested
the effect of MtSNF4b silencing on germination speed in relation to AR, seeds of
different lines that were grown under similar conditions were imbibed in the dark at
20°C for different times (Fig 4a-d). For wild type seeds, freshly harvested seeds
germinated only partially (>20%) over three weeks of imbibition, whereas seed lots that
were after-ripened for 2-3 weeks germinated within 8-16 days. Compared to wild type
seeds, RNAi MtSNF4b seeds germinated approximately two-fold faster after 2-3 weeks
of AR but were equally dormant when imbibed straight after harvest. This difference in
germination speed after 2-3 weeks of AR was observed for several independent harvests
in a reproducible manner (data not shown). AR of 3 months and 1 year led to a
comparable germination speed between mutant and control lines (Fig. 4c-d). Progress
towards completion of germination is a function of the mean base water potential
(yb(g)) during imbibition (Finch-Savage et al., 2006, Bradford et al., 2007). To see
how suboptimal water conditions influenced germination time during the course of AR,
wild type and mutant seeds at different times of AR were imbibed at -0.27 MPa using a
polyethylene glycol (PEG) solution (Fig 4e-g). Imbibing seeds after 2-3 weeks of AR
under these conditions exacerbated the differences in germination behavior between
wild type and mutant seed batches (Fig. 4¢). This difference was still observed but to a
lesser extent after 3 m of AR and had completely disappeared in seeds stored after 1
year of AR (Fig. 4f-g). These data suggest that silencing MtSNF4b is to be related to a
change in yb(g). While weakening of enclosing tissues is a prerequisite for germination,



embryo growth potential is a second factor that determines whether a seed germinates or
not (Finch-Savage et al., 2006, Bradford et al., 2007). No difference in the penetration
of tetrazolium was detected between mutant and wild type seeds (data not shown),
discarding the hypothesis that cell wall permeability is at the origin of the reduced
dormancy phenotype, as was found for the Arabidopsis testa mutants (Debeaujon ef al.,
2000). Collectively, these data indicate that the phenotype observed by silencing
MtSNF4b is under the influence of a time-dependent component controlled by dry
storage and thus AR.
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solution. Data are significantly different when they differ by 18% or more (y*-test, P<0.05).

Action of SNF4b is downstream of ABA

Considering the difference in dormancy or speed of AR that was induced by silencing
MtSNF4b, we investigated the possible link between SNF4b and ABA signaling
pathways. Western blot analysis demonstrated that ABA concentrations above 10 uM
induced a rapid accumulation of the SNF4b protein during imbibition of immature seeds
(Fig. 5a). ABA content and sensitivity of the RNAi MtSNF4b lines were also
determined. Germination behavior (Fig. 5b) and ABA contents (Fig. 5c, 5d) were
assessed on seeds obtained from two different harvests at respectively 1 wk and 8
month of AR. No significant difference in ABA content at 1 week of AR was detected
between wild type or RNAI seeds, regardless of whether they were dry or imbibed for
24h (Fig 5c¢), although a two-fold difference in germination speed was observed. In the



second seed batch at 8 months of AR, which almost completely relieved dormancy, also
no difference between wild type and mutant ABA content was observed. Imbibition of
these seeds resulted in a slight but significant decrease in ABA for the wild type and
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Fig. 5. Relation between ABA and SNF4b. (a) Western blot demonstrating the induction of MtSNF4b
protein in immature, 16 days-old embryos of M. fruncatula after 6h of incubation in ABA, (b)
Germination curves of 1-week (dashed lines) or 8 month of AR (solid lines) of wild type (solid symbols)
and two RNAi1 MtSNF4b lines (open symbols) used for determination of ABA concentration (c, d). Data
are significantly different when they differ by 25% or more (y*-test, P<0.05). (c, d) ABA concentration
in dry or imbibed seeds after 1 week AR (c) or 8 months of AR. Means and SE are shown. Different
letters shown above the bars represent significant differences after multiple comparison of the means
using the Student-Newman-Keuls test (P<0.05). (d), Sensitivity of 8§ months AR wild type (solid
symbols) and two RNAi MtSNF4b lines (open symbols) seeds to ABA. AR, after-ripening.

one of the RNAI lines (Fig. 5d), but no large degradation of ABA was detected as found
for non-dormant seeds of N. plumbaginifolia (Grappin et al., 2000). ABA sensitivity
was studied by evaluating the final percentage of germination of seed lots at 8 months
of AR as a function of ABA concentration. A comparable sensitivity to ABA is
observed for two independent seed lots of RNAi1 M¢SNF4b lines (Fig. 3e). Fluridone
was found to efficiently break dormancy of both wild type and mutant M. truncatula
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seeds, decreasing the time of 50% of germination (Tsp) from 152h to 20h for wild type
seeds and from 80-102h to 20-23h for two RNAi MtSNF4b lines (Table S1). Incubation
in paclobutrazol (100uM), a gibberellic acid (GA) inhibitor, doubled the germination
speed both in wild type and mutant lines. In contrast, GA up to concentrations of
100uM had little effect on germination speed and did not change germination behavior
between mutant or wild type seeds (Fig. S4). Thus, ABA is capable of inducing gene
and protein expression of MtSNF4b, but downstream signaling pathways of MtSNF4b
do not seem to be implicated in changing the content or sensitivity of ABA during
imbibition of M. fruncatula seeds.

Discussion

This analysis shows that MtSNF4b is involved in dormancy-related events in seeds of
M. truncatula. Silencing MtSNF4b affects the expression of biotic stress-related genes
that are expressed in seeds during imbibition only when they are dormant and will not
germinate rapidly. In addition, silencing of MtSNF4b also resulted in faster AR of
freshly harvested seeds. Whereas a previous study demonstrated a role of MtSNF4b
during maturation, this study points out an additional role of MtSNF4b during the
germination phase of seeds (Rosnoblet ef al., 2007). At the final stages of maturation,
concomitant with the formation of a SnRKI1/SNF4b complex, oligosaccharide
accumulation was affected in RNAi1 MtSNF4b seeds, as well as the longevity of mature
seeds (Rosnoblet ef al, 2007). Dormancy is also acquired at this final stage in M.
truncatula seeds, suggesting that there might be a link between the longevity and AR
phenotype. Both phenomena depend on storage humidity and temperature. However,
storage conditions that lead to fully after-ripened seeds do not result in loss of
germination or vigor (Fig. 1 and 4). To demonstrate a difference in vigor, storage
conditions have to be much more extreme (e.g. high temperatures or RH). Alternatively,
the effect of MtSNF4b on AR can have an indirect origin via modification of cell walls
through biotic defense activation. In MtSNF4b deficient embryos, the transcriptomic
analysis revealed an up-regulation of genes involved in cell wall metabolism and
rigidity, such as or enzymes involved in breakdown of galactomannans (o
galactosidase, B-mannosidase), as well as down-regulation of a polygalacturonase
inhibitor (Tab. 1 and dataset S1). Nonetheless, several papers have pointed to a role of
SNF4b in dormancy or AR (Carrera et al., 2008, Bradford et al., 2003, Argyris et al.,
2008). A homologue of MtSNF4b in tomato, LeSNF4, was previously identified as
being highly expressed in non-germinating tissues, and suggested to serve as an
indicator of a high effective ABA/GA ratio in seeds (Argyris ef al., 2008). Indeed,
genes associated with the synthesis and deactivation of GA and ABA are reciprocally
regulated in association with the imposition and release of dormancy (Cadman et al.,
2006). Although we confirm that the regulatory subunit SNF4b is ABA-inducible, our
study failed to demonstrate a direct downstream link with ABA, either by
pharmacological approaches or transcriptomic analyses (Fig. 5, Dataset S1). Recently, a
study aimed at separating the action of ABA in seed dormancy from AR-regulated gene
expression using Arabidopsis thaliana mutants defective in ABA synthesis or
perception (Carrera et al., 2008). Interestingly, the homologue of MtSNF4b in
Arabidopsis, Atlgl15330, was identified as one of the 103 AR down-regulated genes
that were independent of ABA signaling (Carrera et al., 2008). These data supports the
suggestion that SNF4b plays a role in AR rather than dormancy, and confirms the ABA-
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independent pathway downstream of MtSNF4b. Possibly, transcript and protein
accumulation of MtSNF4b during seed development is regulated by ABA, when
dormancy is installed, but subsequent maintenance and activity of the SnRK1/SNF4b
complex during imbibition is regulated by other factors.

The effect of MtSNF4b on biotic stress-related gene expression during hydration
of dormant seeds seems to be uncoupled from the maturation phenotype. We showed
that the expression of these genes is activated during imbibition of dry seeds in freshly
harvested wild type, and not the result of transcript levels accumulated during
maturation. In SNF4b-deficient seeds, this activation is largely impeded. The subset of
genes that are differentially expressed through silencing MtSNF4b are classified in the
groups ‘disease, virulence and defense’, ‘cell wall’, and ‘secondary metabolism’.
MtSNF4b silencing-induced reduction in PRI0 transcripts was also found on the
translational level. This remains to be tested for the largest group of genes, which are
related to phenylpropanoid metabolism (PAL, C4H, CCoAOMT) and flavonoid and
isoflavonoid biosynthesis genes (CHS, CHR, CHI, IFS, HID, IFR and VR). Most of
these genes were found to be induced by pathogens or elicitors in M. truncatula and
correlate with accumulation of medicarpin (Naoumkina et al., 2007; Dhaubhadel ef al.,
2007; Deavours et al., 2005). Medicarpin is an antifungal pterocarpan phytoalexin
produced by many legumes, and are thought to be important components of the defense
response to fungal pathogens (Mundodi et al., 2001). Furthermore, medicarpin has been
found to delay alfalfa seed germination (Dornbos et al., 1990 and Miller ef al., 1988). It
might be envisaged that this phytoalexin is present in seeds primarily to avoid predation
or microbial infections, but also has an effect on the regulation of germination in
legume seeds.

What might be the downstream targets of the SnRK1/SNF4b complex that are
responsible for the differential gene expression in relation to biotic stress? Direct targets
are most likely (de)activated through phosphorylation by the catalytic o-subunit and
will not be picked up by the transcriptome analysis. Nonetheless, the expression of
several WRKY genes in the F-dataset points towards possible downstream regulation by
MtSNF4b. A recent study on a kinase-protein interaction in rice identified SnRK1 as a
potential phosphorylation candidate of WRKY (Ding et al., 2009). WRKY proteins are
involved in regulation of plant defense responses (Eulgem et al., 2007). A massive
induction of WRKY TF genes is correlated with the induction of genes involved in the
central phenylpropanoid pathway and the downstream steps in the biosynthesis of
medicarpin (Naoumkina et al., 2007). Over-expression of the same WRKY genes as
those found in our transcriptomic analysis (W100630 and W108715) in transgenic
tobacco enhances typical defense responses such as PR protein production and
accumulation of soluble and wall bound phenolic compounds (Naoumkina et al., 2008).
In addition, they were shown to be induced by either yeast elicitor or methyl jasmonate
(Naoumkina et al., 2008). Our transcriptomic analysis also revealed a link to jasmonic
acid (JA). Three copies of 12-OPDA reductase genes are down-regulated by silencing
MtSNF4b, irrespective of the AR status of the seeds. These genes are responsible for
the reduction of 12-OPDA to form OPC:8, which is subjected to B-oxidation to yield
JA. JA and OPDA both are active as signaling molecules and induce the expression of
overlapping but distinct sets of genes involved in biotic stresses (Taki ef al., 2005).
Jasmonates are able to induce the expression of nodulation genes and promote
nodulation and N fixation in soybean under controlled environment conditions (Mabood
et al., 2006). In this respect, it is interesting to note that two highly down-regulated
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genes both in fresh and AR mutant seeds encode the nodulin MtNS5, belonging to the
family of nonspecific lipid transfer proteins and expressed during nodulation of M.
truncatula with Sinorrhizobium meliloti (El Yahyaoui et al., 2004).

Although a number of genes regulated by MtSNF4b are also found in the D-
dataset, additional genes related to defense are also differentially regulated when
MtSNF4b is silenced, suggesting that this subset of genes is directly related to the action
of SNF4b and not simply to the reduced dormancy status of the mutant embryos.
Imbibed dormant M. fruncatula seeds have seed coats that remain devoid of any
contaminating fungi and bacteria for months, whereas isolated seed coats are readily
infected (personal observation W. Bolingue). Expression studies in dormant
Arabidopsis seeds demonstrate that genes related to defense and protection are also
highly expressed (Cadman et al;, 2006). An interesting parallel can be made with the
developmentally induced dormancy in the drought-tolerant plant Retama raetam, a
desert legume (Pnueli ef al., 2002). Dormancy in this plant is accompanied by the
accumulation of transcripts of PR10-like protein and WRKY, whereas non-dormant
plants subjected to stress conditions contained transcripts encoding sHSP. In
conclusion, our results suggest that a SNF4b/SnRK1/B complex participates in the
regulation of a developmental, constitutive basal defense in dormant seeds to provide
protection until their germination is induced by environmental cues.

Experimental procedures
Plant material and treatments

Plants of Medicago truncatula Gaertn. (cv. R108) were grown and developing seeds
were labeled as described in (Rosnoblet ez al., 2007). Mature pods were harvested after
abscission and dried for a further two days at 60% RH after which seeds were excised
manually. AR was performed under controlled conditions (60% HR, 20°C in the dark).
For comparative analysis, plants were grown under similar conditions and seeds were
harvested at the same time for all genotypes. At different times of AR, seed lots of 50-
100 seeds were scarified by sand paper and imbibed on wet filter paper at 20°C in the
dark and were considered germinated when the radicle protruded from the surrounding
envelope. The effect of MtSNF4b silencing on germination speed was repeated on three
independent cultures. Data from one representative experiment are shown. Statistical
analysis on the germination data was carried out using the x’-test and differences were
regarded as significant at P<0.05. To release dormancy, seeds were either imbibed for
48h at 4°C and subsequently transferred to 20°C or imbibed in 100 pM 1-methyl-3-
phenyl-5-(3-trifluoromethyl-(phenyl))-4-(1H)-pyridinone (fluridone) (Duchefa,
Haarlem, The Netherlands). The speed of germination of partially or completely after-
ripened seeds was also determined under osmotic stress (-0.27 MPa) at 20°C in the
dark. ABA sensitivity was tested on seeds at 8§ months of AR that were imbibed at
different ABA concentrations (control in 0.1% EtOH) in the dark at 20°C and final
percentage of germination was scored. For the microarray analysis, seeds at 2-3 weeks
and 6 months of AR were imbibed in the dark for 6h, corresponding to the beginning of
phase II of imbibition (after 6 months of storage, seeds start to germinate around 16h).
For verification of expression by RT-qPCR, new seed batches were grown to check for
biological reproducibility.
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Plasmid construction and plant transformation

SNF4b RNA1 plasmid construction with the binary vector pFGC5941/Gateway (pFRB),
transformation of the plasmid into M. fruncatula and selection of positive lines were
described in (Rosnoblet et al., 2007). Four homozygous lines (T2) were retained for
further analysis. Two additional transformants were used as negative controls; a R108
line transformed with the empty vector (RNAi empty) and a R108 line transformed with
the pFGC5941 vector containing an RNAi construction targeted against the proximal
region (1.2 kb) of the MtENOD40-1 promoter (RNAi control). All studies were
performed on the seeds of the T2 or T3 generation.

Gel filtration chromatography and western blot

Seeds of M. truncatula at 1-2 weeks of AR were imbibed for 48h at 4°C or at 20°C in
the dark after which soluble proteins were extracted and separated following there
molecular weight on a Superdex 200 HR 10/30 column (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, USA) according to (Rosnoblet et al., 2007). Fractions were analysed by
Western blotting using an anti-SNF4b antibody as described in (Rosnoblet e al., 2007).
To study the effect of ABA on SNF4b, seeds were harvested at 16 days after pollination
and incubated for 6h in different concentrations of ABA. Soluble proteins were
extracted and analysed by Western blot (10pg/lane) using the anti-SNF4b-antibody. For
PR10 protein induction, soluble proteins were extracted from 36h imbibed embryos at 2
weeks AR and analysed by Western blotting using an antibody to the pea epidermis
specific protein PsRH2 that recognizes MtPR10-1 (Ramos et al., 2003). Western blots
were performed according to (Rosnoblet et al., 2007).

ABA measurements

ABA content was measured in dry and imbibed seeds at 1 week of AR and at 8 months
of AR, using two different harvests. Imbibed seeds were either taken after 24h or 18h,
for 1 week and 8 months of AR, respectively. Only non-germinated seeds were taken
for the analysis. Extraction was performed on 3 biological replicates of 25 seeds
according to (Jiang ef al., 2001). ABA concentration was determined using the
Phytodetek ABA immunoassay kit according to the manufacturer’s protocol (Idetek,
Inc., Sunnyvale, CA).

Isolation of Total RNA and mRNA purification

Total RNA was isolated according to (Verwoerd et al., 1989). Embryos were directly
frozen into liquid nitrogen to prevent a wounding response. Purification of mRNA was
performed using the PolyATract mRNA isolation system III kit according to the
manufacturer's protocol (Promega, Madison, WI, USA). The quality of mRNA was
assessed using an Agilent 2100 bioanalyser (Agilent, Palo Alto, CA, USA).

Microarray analysis

Three microarray experiments were conducted to compare expression: 1) embryos of
wild-type versus two RNAI lines at 2-3 weeks of AR (2 wk AR) with differential
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germination speed, 2) embryos of wild-type versus one RNA1 line at 6 months of AR (6
m AR) and 3) wild-type embryos at 2 wk versus 6 months of AR (D vs ND).
Microarray analysis replicates consisted of tree independent biological replicates of 50
embryos, obtained from different plants. Cys3- and Cys5-labeled cDNA was prepared
using the CyScribe c¢cDNA Post-Labelling Kit (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, USA). Dye-specific variations were accounted for by applying a dye
swap between the different wild type RNA samples. Hybridisation was performed using
Mt16kOLI1Plus chips, containing a 70mer oligonucleotide collection representing all
TCs from the TIGR M. truncatula Gene Index version 5, extended by 384 probes
targeted against transcription factors and other regulators (Hohnjec ef al., 2005). Probe-
labeling, hybridisation and image acquisition were realised as described in (Buitink e?
al., 2006). Signal intensities were extracted with the GENEPIX PRO 5.0 image analysis
software (Axon Instruments, Union City, CA, USA). Image data processing was
performed using the GENESPRING software (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Genes with a significant difference (p-value < 0.01) and >1.5 fold change in
expression were retained.

Real time quantitative PCR analysis

Reverse transcription reactions were performed on 1 pg of total RNA by using
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Quantification of
cDNA by RT-qPCR was performed using an ABI PRISM 7100 Sequence Detection
System and SYBR Green as a double-stranded DNA-specific fluorescent dye. Values
are based on three repetitions. The constitutively expressed mRNA Msc27 was used as a
housekeeping gene for standardizing data and following RT-qPCR efficiency (Gallardo
et al., 2007). Amplification primers are listed in Table S2. Melting curves were
performed using Dissociation Curves software (Applied Biosystems) to ensure only a
single product was amplified. Changes in transcript abundance were estimated as fold
change (FC) relative to a control condition (Livak ef al., 2001).
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Short legends for supporting information

Table S1. Effect of fluridone on germination wild type and RNAi1 MtSNF4b seeds at 2-
3 weeks of after-ripening (AR). T50 was mesured as time in hours to reach 50% of
germination of a seed lot imbibed in the dark at 20°C in 0.01% EtOH (H2O control) or
fluridone.

Table S2: Primer sequences used for quantitative RT-qPCR experiments.

Dataset S1: Sets of genes that showed enhanced or decreased expression in the three
dataset analysed using 16K MtOLI1plus microarrays. Differential expression (P<0.01,
>1.5-fold change) was determined on the following datasets: 1) 6h fully imbibed
embryos of wild type and RNAi MtSNF4b lines at 2-3 weeks of after-ripening (AR)
(fresh, F-dataset); 2) 6h-imbibed embryos of wild type versus RNAI lines at 6 months of
AR (stored, S-dataset); 6h-imbibed wild type seeds at 2-3 weeks of AR versus 6 months
of AR (dormancy, D-dataset), using the same RNA from the first and second analysis.

Dataset S2: Classification of genes that are differentially expressed in the F-dataset. A
total of 55 genes are down-regulated in wild type embryos compared to mutant embryos
at 2-3 weeks of AR.

Figure S1: Western blot analyses of four independent RNAi MtSNF4b lines and three
controls for the expression of SNF4b protein. Controls were wild type seeds, seeds
transformed with the empty plasmid (empty) used for the silencing and the same
plasmid containing an RNAi construction targeted against proximal region (1.2 kb) of
the MtENOD40-1 promoter. An estimation of the amount of MtSNF4b was calculated as
a percentage of the total intensity.

Figure S2: Confirmation of microarray data by expression analysis using quantitative
RT-PCR of phenylalanine lyase (TC106669), chalcone synthase (TC100400),
isoflavone synthetase (TC106939), and isoflavone reductase (TC96312). Expression
was analysed in seeds from three different harvests. For one harvest, expression was
analysed at 2 weeks of AR, for a second harvest, expression was analysed after 6
months of AR, and for the last harvest, expression was either analysed at 2 weeks of AR
or stored and analysed 6 months of AR. Gene expression was determined on 6h-
imbibed embryos of seeds of three independent RNAi1 MtSNF4b lines and two controls
(wild type seeds and mutants transformed an RNAi construction using the same plasmid
as in our study, but targeted against proximal region (1.2 kb) of the MtENOD40-1
promoter). Bars represent the standard deviation.

Figure S3: Changes in differential expression of genes encoding enzymes of the
medicarpin pathway that were identified in F-dataset. For comparison, the level of
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differential expression of these genes in the D-dataset and S-dataset are also shown. F-
dataset: wild-type / RNAi1 MtSNF4b embryos at 2-3 weeks of AR, S-dataset:  wild-
type / RNA1 MtSNF4b embryos at 6 months of AR, D-dataset: wild type embryos at 2-
3 week of AR / 6 months of AR

Figure S4: Effect of gibberellic acid and paclobutrazol on germination of wild type and
RNA1 MtSNF4b seeds at 2-3 weeks of AR. Seeds were imbibed in the dark 20°C in
0.01% EtOH (control) or 100 uM gibberellic acid or paclobutrazol.
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Annexe 2 :
Données supplémentaires du chapitre 2 : Liste des genes identifiés lors de
I’analyse par puce a ADNCc.






Groupe F surexprimé Données supplémentaires S1
Groupe de génes montrant une augmentation d'expression analysée avec la puce @ ADNc Mt16kOLI1plus (Foldchange>1,5 et p-value<0,01).
La différence d'expression est déterminée sur des embryons de graines de type sauvage versus des embryons RNAi MTSNF4b imbibées pendant six heures aprés deux a trois semaines de post maturation & sec

Blast NCBI wr em/ WT/ RNAi WT/ RNAI Blast
TIGR MG Gongank Froduitdu gene WT 6m AR MHHHM Classieation




MT015072
MT003514
MT001268
MT015934
MT015062
MT014283
MT007704
MT014271
MT015058
MT007870
MT014167
MT014166
MT015147
MT014270
MT015363
MT014269
MT015083
MT015362
MT008021
MT014354
MT015279
MT015278
MT013679

TC106539
TC109407
TC107655
TC99305

TC106556
TC94321

TC100992
TC100398
TC106558
TC95121

TC106314
TC106449
TC106555
TC100402
BQ138448
TC100400
TC106554
TC100422
TC107549
TC94407

TC103145
TC100608
TC97653

835164
T48228
Q7XJE7
Q7X6N6
Jc4780
T09399
Q8GUN1
Q40310
Jc4780
Q84TK8
Q8L6K8
Q8L6K8
835165
548850
847140
548850
$44370
$47140
Q9XIu9
BAD06575
024101
024101
Q84Q74

0 chalcone synthase
3,00E-55 Putative wall-associated receptor kinase-like 20 precursor
1,00E-129 Basic 7S globulin 2 precursor
2,00E-35  hypothetical protein
1,00E-179 peroxidase; putative
1,00E-140 caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase; putative
1,00E-136 DNA repair ATPase-related
1,00E-176 aldo/keto reductase family protein

0 peroxidase; putative
6,00E-32 hypothetical protein 1,614 63E-04 2,572 1,9E-03
3,00E-74 ABA-responsive protein ABR17. 2,409 7,0E-05 2,603 4,5E-04
2,00E-33 ABA-responsive protein ABR17. 2,501 10E-03 2,655 3,1E-04
1,00E-32 Chalcone synthase 2 2,368 1,2E-04 3,378 1,3E-05
1,00E-114 aldo/keto reductase; putative 2,602 2,4E-03 3,385 1,5E-04
3,00E-72 ABA-responsive protein ABR18. 2,722 1,9E-03 3,464 2,0E-04
1,00E-114 chalcone reductase 2,634 1,1E-03 3,626 3,2E-06
1,00E-174 chalcone and stilbene synthase family protein 2,041 1,4E-03 3,759 4,7E-05
3,00E-73 ABA-responsive protein ABR18. 2,828 6,1E-05 4,088 2,6E-04
1,00E-96 myb family transcription factor 1,268 3,2E-01 1,958 4,3E-04
1,00E-169 12-oxophytodienoate reductase 2 0,935 4,3E-01 2,356 7.9E-09
5,00E-55 MIN5 8,4E-01 2,952 3,7E-07
4,00E-55 MtNS 71E-01 3,295 8,3E-06

00E-67 SH3 domain-containing protein 2 3,6E-02 3,847 1,4E-04

Sur exprimés

Groupe F
Type sauvage/ RNAi
2-3 semaines PMS

Groupe C
Type sauvage/ RNAi
6 mois PMS

1,468
0923
1,166
1,232
1,351
1,661
1412
1,600
1,669
1,393
1,776
1,695
1,689
1,980
1,613
1,460
1,527
1,695
2,137
1,980
1,686

50E-02
6,1E-01
2,1E-01
9,7E-02
35602
1,8E-02
1,7E-01
7,1E-02
1,7E-01
1,7E-01
3,102
9,4E-02
1,0E-01
4,4E-02
35602
5,8E-02
94E-04
2,1E-03
1,5E-04
4,6E-05
4,2E-03

X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X % X X X

AT5G13930
AT5G02070
AT1G03220
AT4G27250
AT5G06730
AT4G26220
AT4G30090
AT1G60680
AT5G06730
AT1G01490

AT5G13930
AT1G60680

AT1G14780
AT5G13930

AT2G31180
AT1G76690
AT5G55450
AT5G55450
AT4G19810

2.5E-171
7.5E-53

8.9E-105
9.1E-14
1.0E-96
1.9E-70
3.2E-31
4.5E-12
2.3E-97
1.9E-22

1.7E-48
4.5E-12

2.0E-43
2.5E-171

3.8E-65
5.1E-157
9.4E-14
9.5E-14
5.71

Metabolism
unknown
cell wall
Metabolism
Metabolism
Metabolism
unknown
Metabolism
Metabolism
unknown
Cell rescue
Cell rescue
Metabolism
Metabolism
Cell rescue
Metabolism
Metabolism
Cell rescue
transcription
Metabolism
Cell rescue
Cell rescue
unknown




Groupe F sous-exprimé Données supplémentaires S2
Groupe de génes montrant une diminution d'expression analysée avec la puce 8 ADNc Mt16kOLI1plus (Foldchange<0,666 et p-value<0,01).
La différence d'expression est déterminée sur des embryons de graines de type sauvage contre contre les embryons RNAi imbibées pendant six heures deux a trois semaines de post maturation a sec

Blast NCBI
GenBank ID

WT/ RNAI 2-3sem WIIRNAIL e || Fas | pap| BlastAL
AR Locus tag

NoMT | TIGR_MtGI8

Produit du gene wr 2'352".: WT 6m

MT007309 TC94500 T08124 1,00E-104 Ferritin-2; chloroplast precursor 9,8E-01 0,442 45E-05 0,527  1,5E-04 AT3G11050 2.7E-87 Cell rescue
MT001063 TC107811 Q8LKGO 2,00E-50 dormancy/auxin associated family protein 4,3E-01 0,643 51E-03 0,633 6,7E-04 AT1G56220 4.4E-32 unknown

MT016071 TCO7409  HHPM17  8,00E-77 17.1kDa class Il heat shock protein. 0,642 7AE-03 0,561 47E-03 1,052 2,9E-01 X AT5G12020 1.7E-48 Cell rescue
Sous exprimés
Groupe D
Type sauvage
2-3 semaines PMS/ 6 mois PMS

Groupe C
pe sauvage/
6 mois PMS



Groupe S surexprimé Données supplémentaires S3

Groupe de génes montrant une augmentation d'expression analysée avec la puce @ ADNc Mt16kOLI1plus (Foldchange>1,5 et p-value<0,01).
La différence d'expression est déterminée sur des embryons de graines de type sauvage contre des embryons RNAi imbibées pendant six heures aprés six mois de post maturation a sec

Blast NCBI . i WT/ RNAi Blast A.t.
GenBank ID E-value Produit du gene 6m AR p-value | S| F+S F+D| Tous Locus ta E-value

TIGR_MtGI8

Classification

MT006225 TC107945  AAS55083 1,00E-156  Fl: 0l-3-O-glycoside-7-O- AT4G34131 3.1E-130 metabolism
MT015279  TC103145 024101 5,00E-55  MtN5 protein precursor. AT5G55450 9.4E-14 stress
MT015278  TC100608 024101 4,00E-55  MtNS5 protein precursor. AT5G55450 9.5E-14 stress
MT014354  TC94407 BAD06575 1,00E-169  12-oxophytodienoate reductase 2 AT1G76690 5.1E-157 metabolism
MT013679  TC97653 Q84Q74 5,00E-67 SH3 domain-containing protein 2 AT1G31440 1.9E-67 unknown
MT008021  TC107549  Q9XIU9 00E-96  myb family transcription factor 04 AT2G31180 5 transcription

Sur exprimés

Groupe F

Type sauvage/ RNAI

2-3 semaines PMS Groupe D

Type sauvage
2-3 semaines PMS/ 6 mois PMS

Groupe C
Type sauvage/ RNAi
6 mois PMS




Groupe S sous-exprimé Données supplémentaires S4
Groupe de génes montrant une diminution d'expression analysée avec la puce a ADNc Mt16kOLI1plus (Foldchange<0,666 et p-value<0,01).
La différence d'expression est déterminée sur des embryons de graines de type sauvage contre des embryons RNAi imbibées pendant six heures aprés six mois de post maturation a sec

Blast NCBI
GenBank ID

WT 2-3sem/ WT/ RNAI 2- WT/ RNAi Blast A.t.
WT 6m AR p-value p-value | S| F+S |F+D Locus tag

TIGR_MtGI8 Produit du gene E-value | Classification

MT000468  TC94619 Q9zs12 1,00E-52  DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 8 0,511 5,9E-04 50E-02 0,650 9,7E-04 AT4G00660 4.1E-61 metabolism
MT007309  TC94500 FRI2_VIGUN  1,00E-104 Ferritin-2; chloroplast precursor 0,998 9,8E-01 0,442 4,5E-05 0,527 1,5E-04 x AT3G11050 2.7E-87 stress
MT001063  TC107811  Q8LKGO 2,00E-50  dormancy/auxin associated family protein 1,063 4,3E-01 0,643 51E-03 0,633 6,7E-04 x AT1G56220 4.4E-32 unknown

Sous exprimés

Groupe D
Type sauvage
Groupe F " ; X 5
Type sau RNAI 2-3 semaines PMS/ 6 mois PMS
2-3 semaines PMS
Groupe C
Type sauvage/ RNAI

6 mois PMS



Groupe D surexprimé Données supplémentaires S5
Groupe de génes montrant une augmentation d'expression analysée avec la puce 8 ADNc Mt16kOLI1plus (Foldchange>1,5 et p-value<0,01).
La différence d'expression est déterminée sur des embryons de graines de type sauvage imbibés six heures aprés deux a trois versus six mois de post maturation a sec

No MT ‘TIGR_M!GIS ::ﬁ::ﬁ?é E-value ‘Produit du gene V‘XITTZS?::';’ p-value z-ase?nN:‘R p-value w;:":';“ p-value | D| F+S|F+D | Tous gzz‘s‘:;g E-value‘ Classification ‘
MT015157 TC100250  S37241 7,00E-169 Legumin J precursor 2,027 0,007 ; 00005 0978 08480 x AT5G44120 1.6E-67 reserve
MT007040 TC100253  S37241 0 Legumin J precursor 3509 00060 1068 01400 1,116  0,1210 x AT5G44120 1.9E-91 reserve
MT014834 TC104233  No hits found hypothetical protein 254 00021 101 08840 1,104 02350 x unknown
MT000117 TC100252  $14393 0 Legumin A precursor 2312 00074 1027 07410 0730 0,000 x AT1G03880 5.9E-86 reserve
MT011749 TC104233  QOLDN8 001 hypothetical protein 2311 00000 0971 06750 1025 07210 x unknown
MT000116 TC100259  §14393 0 Legumin A precursor 2237 00001 1257 00186 0740 0,026 x AT1G03880 6.6E-76 reserve
MT014205 TC100256  AAT00599 4,00E-21  hypothetical protein 1,882 00002 0602 00033 0703 00134 x unknown
MT006780 TC112411  QOXES? 1,00E-26 hypothetical protein 1,872 00057 1,11 00340 0897 0,030 x unknown
MT015017 TC99572  Q7XYX9 2,00E-16 MSNF4b 1,872 00001 1,337 00142 0978 08740 x signaling
MT000350 TC94340  T0B459 0 Sucrose-binding protein precursor 1829 00032 08 02160 0887 03480 x AT3G22640 1.4E-28 unknown
MT005189 TC95878  AAO27827 1,00-09  hypothetical protein 1,696 00002 1,268 00170 0978 07200 x unknown
MT005853 TC103779  AAP49698 1,00E-28  2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 1,658 00016 0797 00155 1318 00159 x AT5G59540 7.5E-100 metabolism
MT008296 TC107621 ~ QOLLQG 1,00E-147 short-chain dehydrogenaselreductase 1,657 00040 1,207 00042 1030 06510 x AT1G54870 9.9E-122 metabolism
MT014825 TC111162  T06371 1,00E-105 Cytokinin-O-glucosyltransferase 2 1,655 00001 0,609 00005 1550 00237 x AT1G22360 2.8E-92 metabolism
MT007766 TC107226  QBLDY7 3,00E-73 lactoylglutathione lyase family protein 1,645 00027 1,236 00016 1117 0,1080 x AT1GBO160 2.2E-69 stress
MT015737 TC102741  QOFLO2 3,00E-29 expressed protein 1,641 00013 0,866 00303 0955 04750 x AT5G66780 5.8E-30 unknown
MT006768 TC104777  QOLVNS 0,001  hypothetical protein 1,633 00006 1,042 04540 1164  0,1690 x unknown
MT014670 TC95880  Q6F4I8 1,00E-34 glutamate-cysteine ligase 1,625 00011 0941 03000 1152 0,530 x ATAG23100 1.3E-62 stress
MT003446 TC101513  D84900 2,00E-32 1Q domain-containing protein 1,609 00028 0,846 02720 1447 00314 x AT2G46240 2.3E-27 unknown
MT010857 TCO7944  GOBE74 2,00E-10 hypothetical protein 1,595 00015 0799 00000 1,131  0.1430 x AT1G65090 3.5E-11 unknown
MT015895 TC104435  T07092 1,00E-66  caleosin-related family protein 1,594 00098 074 00318 0758 00158 x ATAG26740 7.4E-85 Cell rescue
MT014789 TC104435  T07092 1,00E-66 caleosin-related family protein 1,591 00027 0719 00135 0756 00262 x ATAG26740 7.4E-85 Cell rescue
MT008780 TC101811  AAS49101 6,00E-39 PM32 1,5 00015 1188 00102 1100 01420 x AT5G44310 4.4E-39 Cell rescue
MT008631 TC108056  T07661 2,00E-83 PM3 1,582 00011 0976 06170 1,148 00057 x AT1G04560 1.3E-66 stress
MT000332 TC106669 ~ S17444 3,00E-75 histidine ammonia-lyase 1,563 00018 0993 08920 1348 00248 x AT2G37040 0.  metabolism
MT008226 TC107542  T47981 3,00E-56 Homeobox-leucine zipper protein ATHB-12 1,552 00082 0839 00438 0665 00595 x AT3G61890 2.7E-55 transcription
MT012550 TC99260  QBRVE2 3,00E-20 hypothetical protein 1,549 00004 0742 00005 1290 0,0366 x AT4G28440 9.9E-19 unknown
MT002226 TC96173  H84857 6,00E-33 expressed protein 1,532 000238 0679 00002 1585 00350 x unknown
MT015506 TC107683 ~ QUARS7 1,00E-113  hypothetical protein 1,532 00010 107 03570 1094 00774 x AT3G25290 5.56-25 unknown
MT012588 TCO7834  AAS99701 8,00E-13 hypothetical protein 1523 00002 0816 00021 1225 00262 x AT5G56370 9.4E-18 unknown
MT013480 TC100063  QBLPIS 6,00E-43 agenet domain-containing protein 1,522 0003 1,018 08880 0881 0,1980 x unknown
MT010574 TC97201  QOSML3 1,00E-130 cytochrome PAS0 family protein 1,513 00061 1,379 00097 1188 0,1380 x AT1G33720 1.8E-67 unknown
MT011874 TC101850 ~ QBLDX8 1,00E-30 expressed protein 1,513 00064 0797 00042 1233 0,510 x AT5G39210 2.8E-30 unknown
MT015572 TC102424  No hits found unknown 1,511 00000 2179 00597 0545 01070 x unknown
MTO11641 TC96236  QOZTZ3 2,00E-72 Vacuolar acid invertase 1,509 00078 127 00048 1188 00180 x AT2G23640 1.26-31 metabolism
MT013138 TC110884  TO1531 0,062 Probable glycerol-3-phosphate acyltransferase 8 15 00000 0767 00008 1339 00273 x AT4G00400 5.8E-46 metabolism
MT015362 TC100422  S47140 3,00E-73 ABA-responsive protein ABR1S. 2,828 00001 4088 00003 1460 00582 X Cell rescue
MT015072 TC106539  S35164 0 chalcone synthase 2773 00080 1537 00002 1,872 0,1480  x AT5G13930 2.5E-171 metabolism
MT015363 BQ138448  S47140 3,00E-72 ABA-responsive protein ABR18. 2722 00019 3464 00002 1689 01030  x Cell rescue
MT014269 TC100400 ~ S48850 1,00E-114 expressed protein 2,634 00011 3626 00000 1980 00437  x AT1G14780 2.0E-43 unknown
MT014270 TC100402  S48850 1,00E-114 aldolketo reductase; putative 2602 00024 3385 00002 1695 00941  x AT1G60680 4.5E-12 metabolism
MTO14166 TC106449  QBL6KS 2,00E-33 ABA-responsive protein ABR17. 2501 00010 2655 00003 1393 011650  x Cell rescue
MT014271 TC100398 Q40310 1,00E-176 aldolketo reductase family protein 2471 00012 2377 00000 1661 00183  x AT1G60680 4.56-12 metabolism
MT014167 TC106314  QBL6KS 3,00E-74 ABA-responsive protein ABR17. 2409 00001 2603 00005 1669 01680  x Cell rescue
MT015147 TC106555  S35165 1,00E-32 Chalcone synthase 2 2,368 00001 3378 00000 1776 00309  x AT5G13930 1.7E-48 metabolism
MT014283 TCO4321  T09399 1,00E-140 caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase; putative 2175 00016 1974 00000 1232 00969  x AT4G26220 1.9E-70 metabolism
MT015083 TC106554  S44370 1,00E-174 chalcone and stilbene synthase family protein 2041 00014 3759 00000 1,613 00347  x AT5G13930 2.5E-171 metabolism
MT015062 TC106556  JCA780 1,00E-179 peroxidase; putative 1948 00071 1878 00042 1,166 02140  x AT5G06730 1.0E-96 cell wall
MT015934 TC100419  Q7X6N6 2,00E-35 hypothetical protein 1673 00032 1791 00000 0923 06100  x AT4G27250 9.1E-14 unknown
MT015058 TC106558  JCA780 0 peroxidase; putative 1635 00055 2538 00009 1412 01650  x AT5G06730 2.3-97 cell wall
MT007870 TCO5121  QBATKS 6,00E-32 hypothetical protein 1614 00006 2572 00019 1600 00707  x AT1G01490 1.9E-22 unknown
MT001268 TC106023  Q7XJE7 1,00E-129 Basic 7S globulin 2 precursor 1585 00082 1791 00006 1468 00503  x AT1G03220 8.9E-105 cell wall
MT007704 TC100992  QBGUN1 1,00E-136 DNA repair ATPase-related 1557 00063 2158 00002 1351 00346  x AT4G30090 3.2E-31 Cell rescue
MT003514 TC100407  T48228 3,00E-55 Putative wall-associated receptor kinase-like 20 1,555 00010 1572 00063 1,130 02310  x AT5G02070 7.56-53 cell wall

MT006225 TC107945  AAS55083 1,00E-156 _Flavonol-3-O-glycoside-7- lucosyltransferase 1

1,569

0,0099 0,0038 0,0005 AT4G34131 3.1E-130 metabolism

Sur exprimés

Groupe F
Type sauvage/ RNAi

2-3 semaines PMS Groupe D

Type sauvage
2-3 semaines PMS/ 6 mois PMS

Groupe C
Type sauvage/ RNAi
6 mois PMS



Groupe D sous-exprimé
Groupe de génes montrant une diminution d'expression analysée avec la puce & ADNc Mt16kOLI1plus (Foldchange<0,666 et p-value<0,01).
La différence d'expression est déterminée sur des embryons de graines de type sauvage imbibés six heures aprés deux a trois versus six mois de post maturation a sec

Données supplémentaires S6

NoMT | TIGR_MtGI8 g::;;:‘ﬁ?é E-value Produit du gene wT 2;::'!"!’ Wil value 2"_‘;:;:‘“":; p-value
MT003782 TC97501 No hits found unknown 0,373 5,4E-04 1,239 4,6E-02
MT005052 TC111299 B84919 5,00E-76 alpha-1,3-mannosyltransferase/ catalytic 0,475 1,3E-04 1,19 8,5E-03
MT014689 TC103094 QBF1U9 5,00E-24 ribosomal protein 0,486 2,6E-03 1,007 8,7E-01
MT004212 TC103628 Q8LAH6 4,00E-19 NAC domain 0,492 7,1E-03 1,246 1,6E-02
MT005343 CX516596  Q8LCL7 9,00E-42 NifU-like protein 3; chloroplast precursor 0,503 1,3E-04 1,152 2,0E-02
MT012259 TC105422 AAM91464 2,00E-49 U3 small nucleolar RNA-associated protein 18 homolog. 0,511 1,4E-03 1,312 4,1E-02
MT004100 TC110657 E71416 5,00E-52 fringe-related protein 0,512 2,5E-06 1,151 1,1E-01
MT012246 TC103766 No hits found Transcriptional factor B3 0,515 8,6E-05 1,217 2,5E-02
MT005957 TC99739 Q93YP5 3,00E-18 Metal-transporting P-type ATPase-like protein 0,515 6,7E-03 1,176 1,2E-01
MT005941 TC110896 AB5043 8,00E-26 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase; putative 0,53 1,7E-04 0,943 2,5E-01
MT004236 TC95315 Q8L5Y9 1,00E-134 pantothenate kinase 4 0,531 6,6E-03 1,267 8,0E-03
MT011094 TC102009 Q9ASZ6 1,00E-18 hypothetical protein 0,533 4,3E-03 1,62 5,3E-05
MT013099 TC104426 QOATQ4 1,00E-49 Putative receptor protein kinase ZmPK1 precursor 0,534 3,5E-03 0,956 4,7E-01
MT009350 TC102982 BAD10188 1,00E-50 transcription RAU1 0,535 3,7E-03 1,161 1,4E-01
MT000050 TC106321 T01285 8,00E-12 18S ribosomal protein 0,545 6,8E-03 1,136 3,4E-01
MT003020 TC96789 BAD06945 1,00E-177 CER1 protein/Lipid transfer protein 0,551 2,1E-03 0,964 6,9E-01
MT011135 TC102954 No hits found unknown 0,556 3,6E-03 1,108 71E-02
MT006040 TC100028 No hits found unknown 0,558 1,5E-03 1,222 1,7E-01
MT013166 TC110117 Q84P54 1,00E-127 gamma aminobutyrate transaminase 0,559 5,4E-03 0,907 7,9E-03
MT012494 TC109764 A33654 3,00E-79 glutathione S-transferase; putative 0,561 2,4E-03 1,173 8,5E-03
MT000393 TC94109 Q61673 4,00E-32 cytochrome B561 family protein 0,561 9,2E-05 1,246 3,2E-02
MT006781 TC105425 Q944H2 1,00E-109 ATP-binding cassette transporter subfamily | 0,564 2,3E-03 1,067 4,9E-01
MT001231 TC107841 Qsw4L2 1,00E-105 protein phosphatase 2C family protein / PP2C family protein 0,564 3,8E-03 1,06 4,3E-01
MT002056 TC108995  T04590 2,00E-45 expressed protein 0,564 1,0E-03 1,329 3,9E-03
MT011279 TC102038 Q9AVA2 0,003  hypothetical protein 0,566 7,7E-03 1,093 1,6E-01
MT004472 TC103953 No hits found unknown 0,566 2,8E-03 1,314 1,3E-02
MT002442 TC102632 D86225 6,00E-34 bHLH 0,567 4,8E-03 1,116 7,2E-03
MT012445 TC105417 QILRPY 2,00E-73 expressed protein 0,57 7,4E-03 0,99 9,0E-01
MT011437 TC104008  T52608 1,00E-130 Nitrate/chlorate transporter. 0,575 2,3E-03 0,881 5,4E-02
MT007068 TC100323  T09944 1,00E-157 Cytochrome P450 72A1 0,576 5,4E-04 0,697 2,8E-04
MT000962 TC95108 Qozum2 1,00E-137 tobamovirus multiplication protein 3; putative / TOM3; putative 0,576 1,6E-04 1,272 7,9E-03
MT000236 TC106680 R5NT2 1,00E-143 Chloroplast 50S ribosomal protein L2. 0,578 5,6E-03 0,955 6,4E-01
MT012510 TC105502 No hits found unknown 0,579 3,1E-03 1,063 5,6E-01
MT011160 TC102424 QOFIGY 1,00E-42 DnaJ protein family 0,579 1,6E-03 1,091 2,1E-01
MT009479 TC96236 E84677 5,00E-39 Acid sucrose-6-phosphate hydrolase 0,581 1,8E-04 0,931 1,4E-01
MT012934 TC112072 Q9M571 2,00E-63 ine N 1/PEAMT 1 0,582 5,8E-03 1,001 9,9E-01
MT012326 TC103022 T00577 2,00E-45 expressed protein 0,583 5,6E-03 0,981 8,2E-01
MT006148 TC110400 Q93VI8 8,00E-91 Tubby-like F-box protein 7 0,585 2,8E-03 1,114 4,0E-02
MT011055 TC96013 Q40211 1,00E-107 Ras-related protein Rab7. 0,586 3,2E-04 1,098 3,0E-01
MT005202 TC104348 Q8GUH7 1,00E-65 ly ive to i tein-related 0,587 6,6E-03 1,191 3,0E-03
MT003390 TC109049 B96569 1,00E-32 oxidoreductase; 20G-Fe 0,587 1,0E-03 1,183 9,3E-02
MT009035 TC96508 P93276 1,00E-22 26S ribosomal RNA 0,587 2,9E-04 1,385 4,6E-04
MT011566 TC98285 No hits found unknown 0,588 6,3E-05 0,798 2,0E-02
MT004418 TC109885 Q7REN5 0,018  hypothetical protein 0,589 7,0E-04 1,15 2,3E-01
MT011211 TC110820 D84609 2,00E-06 hypothetical protein 0,59 1,0E-03 1,271 3,4E-05
MT010529 TC96965 QILIR8 3,00E-35 F-box family protein 0,59 4,0E-03 1,105 8,0E-02
MT003967 TC97992 C86460 1,00E-32 KH domain-containing protein 0,59 8,1E-04 1,146 7,1E-03
MT006829 TC111851 Q94B74 6,00E-49 Glycosyl transferase 0,592 1,8E-04 1,115 1,6E-01
MT011806 TC100419 E96514 1,00E-103 3-hydroxy-3-methyiglutaryl CoA synthase 0,596 3,3E-03 1,037 5,8E-01
MT009898 TC97373 T51424 7,00E-13 hypothetical protein 0,598 2,9E-03 1,124 4,8E-02
MT004536 TC97887 AAS99706 2,00E-04 hypothetical protein 0,598 7,8E-05 1,097 2,8E-01
MT011189 TC106023 Q8GYK7 4,00E-47 alpha galactosidase 0,599 9,8E-03 1,127 1,1E-01
MT014923 TC110735 No hits found unknown 0,6 3,6E-03 1,045 4,8E-01
MT014504 TC94150 QBET40 0,048  hypothetical protein 0,601 3,9E-03 1,093 2,3E-01
MT000009 TC106467 QBCQE3 2,00E-27 18S ribosomal protein 0,603 8,8E-03 1,383 2,5E-04
MT013240 TC105089 Q852A0 1,00E-14 protein kinase like 0,604 7,9E-03 0,98 7,2E-01
MT000845 TC107382 T47996 2,00E-96 hydrolase 0,607 7,5E-04 1,147 1,2E-02
MT010437 TC96012 Q9ZR88 1,00E-100 Nuclease S1 precursor 0,607 7,7E-04 1,138 4,8E-02
MT001607 TC108231 T45880 4,00E-98 expressed protein 0,608 1,1E-03 1,003 9,6E-01
MT000550 TC107135 QB8RWC5 0 Fasciclin-like arabinogalactan protein 16 precursor. 0,609 6,1E-04 1,161 4,8E-02
MT013835 TC104312 No hits found unknown 0,61 5,7E-04 0,997 9,7E-01
MT015525 TC93984 T49958 5,00E-38 Gibberellin-regulated protein 4 precursor. 0,61 5,3E-04 0,792 2,6E-03
MT003883 TC105604 082023 1,00E-176 N7 protein 0,612 2,5E-03 1,161 7,5E-02
MT004304 TC108823 BADO00048 3,00E-59 Ribonuclease UK114 0,613 3,7E-03 0,994 9,2E-01
MT010554 TC109131 D86310 0,075  hypothetical protein 0,615 7,3E-03 1,025 7,3E-01
MTO013967 TC98213 Q9SMG6 5,00E-07 hypothetical protein 0,617 3,9E-03 1,209 1,7E-02
MT014931 TC106827 Q94LX7 0 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 0,618 8,8E-04 0,661 2,5E-02
MT004187 TC110805  T08546 8,00E-44 expressed protein 0,62 6,1E-03 1,075 1,9-01
MT004316 TC98243 T00458 2,00E-17 hypothetical protein 0,622 9,3E-03 0,957 6,9E-01
MT005282 TC107880  T06495 1,00E-156 Glucose-1-phosphate adenylyltransferase 0,623 4,9E-04 0,989 8,1E-01
MT011060 TC104321 Q94IW9 7,00E-38 expressed protein 0,625 2,2E-03 0,918 1,3E-01
MT009876 TC108937 55945 hypothetical protein 0,625 4,0E-03 1,149 9,7E-02
MT011268 TC110532 AAQ56786 0,001 hypothetical protein 0,625 1,5E-03 1,155 5,1E-02
MT007190 TC94328 Q8W557 0 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase 0,625 3,6E-03 1,04 4,8E-01
MT005728 TC105129 QOFGV7 2,00E-43 Charged multivesicular body protein 2a 0,627 2,4E-03 0,947 5,7E-01
MT011254 TC97510 D96507 2,00E-40 AP2 domain-containing transcription family protein 0,629 1,4E-03 1,061 3,3E-01
MT012446 TC104149 Q94JY7 1,00E-64 expressed protein 0,63 2,3E-03 1,056 4,1E-01
MT012297 TC112323 Q8L8G1 3,00E-31 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein 0,631 1,9E-04 1,013 8,6E-01
MT003897 TC110075 Q84QW3 4,00E-06 ribosomal protein 0,632 2,2E-03 1,059 3,9E-02
MT004538 TC110879 46956 1,00E-11 hypothetical protein 0,632 4,5E-05 0,959 5,6E-01
MT002788 TC96193 T51416 3,00E-42 expressed protein 0,632 2,6E-03 0,932 4,7E-01
MT011158 TC104250 Q946J8 5,00E-10 hypothetical protein 0,633 1,7E-03 1,044 4,6E-01
MT014774 TC102249 No hits found unknown 0,634 3,7E-03 1,073 4,1E-01
MT004530 TC103911 D86428 4,00E-36 Multidrug resistance-associated protein 1 0,634 6,4E-03 1,077 4,7E-01
MT000155 TC106657 GLJY14 1,00E-104 glycosyl hydrolase family 1 protein 0,635 5,6E-03 0,86 2,3E-01
MT010342 TC109037 Q8HBED 3,00E-58 glutathione S-transferase; putative 0,635 3,2E-03 1,076 1,8E-01
MT011290 TC104057 Q8GT89 1,00E-133 Auxin response factor 5 0,636 1,0E-04 1,156 3,4E-02
MT000304 TC94436 Q8W1A0 1,00E-174 cysteine synthase / O-acetylserine 0,636 2,0E-03 0,951 5,7E-01
MT006079 TC99499 S39476 4,00E-38 Putative kinase-like protein TMKL1 precursor. 0,636 2,4E-03 1,066 2,5E-01
MT001587 TC107883 Q8s902 1,00E-130 xyloglucan:xyloglucosyl transferase 0,638 2,5E-03 1,357 1,9E-02
MT014596 TC108655 Q7XZD0 1,00E-77 Fl; I-3-O-glycoside-7-O- 1 0,638 4,1E-03 0,938 4,0E-01
MT001007 TC95250 T05076 4,00E-92  zinc-binding family protein 0,638 1,5E-03 0,953 3,9E-01
MT004427 TC101903  T48524 8,00E-49 Monoglyceride lipase 0,639 3,5E-04 1,098 2,4E-01
MT007983 TC107498 Q93Z30 1,00E-153 Serine/threonine-protein kinase HT1 0,639 8,8E-04 1,174 2,1E-03
MT013996 TC100159  T52341 1,00E-99 ADP-ribosylation factor; putative 0,64 8,7E-03 0,99 7,4E-01
MT016214 TC100527 Q7Y1A6 NAC domain-containing protein 2 0,64 1,7E-03 0,915 3,2E-01
MT000675 TC94812 T05311 0 sulfolipid biosynthesis protein 0,64 1,3E-05 1,214 3,9E-02
MT012997 TC98891 CAD56818 4,00E-41 TMV resistance protein N. 0,64 4,1E-03 1,046 3,0E-01
MT007026 TC93933 T06789 6,00E-63 Probable 60 ribosomal protein L14 0,641 1,2E-04 0,847 1,9E-02
MT014079 TC95213 Q8RU71 1,00E-148 UDP-glucose: in 5-O- 0,643 9,1E-03 0,786 7,3E-03
MT006188 TC98096 D86151 1,00E-48 Kinesin motor family protein 0,643 5,0E-03 1,008 8,3E-01
MT012355 TC110162 No hits found unknown 0,644 4,9E-04 1,169 1,7E-02
MT010948 TC102050 T46220 2,00E-53 Inhibitor of growth protein 4 0,645 1,7E-03 0,979 6,5E-01
MT005142 TC95810 CAE75904 6,00E-17 expressed protein 0,645 4,2E-03 0,911 4,2E-01
MT006513 TC106295 Q6C986 2,00E-42 60S ribosomal protein L10 0,646 3,8E-04 0,983 7,3E-01
MT011144 TC97276 No hits found unknown 0,646 1,7E-03 112 1,6E-02
MT012783 TC98918 T09903 4,00E-64 CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 24 0,646 1,2E-04 1,131 1,6E-02
MT012640 TC98428 T09602 8,00E-79 Zn-finger, C2H2 0,647 1,5E-03 0,906 7,6E-02
MT012608 TC108785 QIFKSO 1,00E-148 Uridine/cytidine kinase-like 1 0,648 1,7E-03 0,931 2,2E-01
MT002984 TC102843 Q8VZA7 3,00E-49 hypothetical protein 0,649 4,0E-03 0,935 2,9E-01
MTO013395 TC104606 H84840 3,00E-94 BTB/POZ domain protein 0,649 5,7E-03 1,043 6,1E-01
MT009850 TC107751 T02509 2,00E-68 prenylated rab acceptor 0,649 4,2E-03 1,381 1,2E-04
MT011052 TC103040 BAD17689 3,00E-54 Leucine-rich repeat receptor protein kinase EXS precursor 0,65 1,3E-03 1,005 9,2E-01
MT000283 TC94000 T49214 3,00E-06 hypothetical protein 0,652 1,6E-03 1,048 2,2E-01
MT005693 TC98542 D84758 1,00E-20 hypothetical protein 0,652 7,2E-05 1,119 1,5E-02
MT005335 TC99342 AAS10122 3,00E-57 Myb proto-oncogene protein 0,653 2,8E-03 1,014 6,7E-01
MT006653 TC110792 AAQ88100 1,00E-112 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 0,654 2,0E-03 1,022 6,9E-01
MT006401 TC111001 QB8RWK6 2,00E-45 glycoside hydrolase family 28 protein / polygalacturonase 0,654 2,4E-03 1,083 2,8E-01
MT001462 TC101703  A47493 1,00E-146 ATP synthase gamma chain; mitochondrial 0,656 5,1E-03 1,064 2,5E-01
MT003696 TC103908  T06446 1,00E-75 Ras-related protein Rab11B. 0,656 3,7E-03 1.1 1,5E-01
MT003271 TC110306 Q8w4I9 2,00E-79 Meiosis protein mei2. 0,656 1,4E-03 0,933 2,1E-01
MT011172 TC103791 BAD08862 1,00E-06 hypothetical protein 0,657 9,0E-03 0,987 8,1E-01
MT005977 TC96760 Q9SF31 8,00E-48 similar to ATP-dependent RNA helicase ROK1 isoform a 0,658 7,1E-04 1,026 7,7E-01
MT000180 TC100484 T08818 0 UDP-glucose 6-dehydrogenase 0,659 1,8E-03 1,339 4,7E-07

WT/RNAL | ale | D F+S%+E Blast AL | o le | Classification
6m Locus tag

0,891 55E-01 x unknown
0,701 41E-02 x AT2G47760 1.0E-80 metabolism
0,901 9,0E-03 x translation
0,837 3,6E-01 x AT3G10500 4.8E-20 transcription
0,767 3,6E-02 x AT4G25910 1.3E-64 unknown
0,660 3,2E-02 x AT5G14050 3.0E-81 DNA binding
0,716 23E-02 x AT4G15240 5.7E-64 unknown
0,626 1,3E-02  x unknown
0,715 7.6E-03 x AT4G33520 1.1E-19 metal binding
0,828 23E-02 x AT4G03390 4.3E-39 signaling
0,780 8,6E-03 x AT4G32180 2.1E-126 energie
0,884 4,7E-02  x AT4G35320 7.5E-21 unknown
0,970 6,1E-01  x AT1G66910 2.4E-49 unknown
0,791 29E-02 x AT2G42280 2.1E-41 transcription
0,953 6,4E-01 x translation
0,763 1,3E-01  x AT5G57800 4.5E-165 stress
0,729 1,2E-01  x unknown
0,885 9,7E-02 x unknown
0,908 51E-02 x AT3G22200 1.5E-143 metabolism
0,796 6,2E-02 x AT3G09270 1.6E-57 stress
0,702 7,5E-03 x AT4G25570 3.8E-81 energie
0,798 6,7E-03  x transport
0,788 4,5E-02  x AT3G02750 1.1E-104 signaling
0,807 9,0E-02 x unknown
0,930 4,4E-01  x unknown
0,685 14E-03 x unknown
0,993 9,6E-01 x AT1G09250 1.7E-32 transcription
0,941 54E-01 x AT3G15550 2.2E-69 unknown
1,044 75E-01  x AT2G26690 2.3E-145 transport
0,666 3,0E-03 x AT3G14690 9.0E-144 unknown
0,737 2,0E-02 x AT2G02180 5.7E-131 stress
0,814 1,5E-01  x translation
0,833 2,3E-01 x unknown
0,903 21E-01 x AT5G42480 2.2E-41 stress
1,094 23E-01 x AT2G27830 3.6E-37 metabolism
0,930 3,9E-01 x AT1G48600 1.8E-58 metabolism
0,887 6,9E-02 x AT2G30230 4.7E-44 unknown
0,886 1,3E-01  x AT1G53320 1.6E-89 protein
0,704 1,4E-02  x AT1G22740 8.0E-88 nucleotide
0,724 3,8E-01 x AT3G21620 3.1E-59 stress
0,790 74E-02 x AT1G52800 1.2E-70 stress
0,969 7,3E-01 x translation
0,851 8,6E-02 x unknown
0,791 54E-02 x unknown
0,742 1,3E-02 x unknown
0,783 8,8E-03 x AT3G23880 4.6E-37 protein
0,909 3,5E-01 x AT4G10070 5.0E-35 unknown
0,935 49E-01 x AT4G25434 1.5E-49 metabolism
0,831 1,4E-01  x AT1G47380 4.8E-97 metabolism
0,898 1,5E-01  x unknown
0,921 2,6E-01 x unknown
0,816 58E-02 x AT5G14280 3.5E-46 metabolism
1,196 1,2E-01  x unknown
1,029 7.2E-01 x unknown
0,816 1,1E-01  x translation
0,973 8,0E-01 x AT2G28930 1.3E-13 signaling
0,837 7,0E-03 x AT3G62040 1.4E-76 cell wall
0,784 1,0E-01  x AT1G68290 4.2E-91 DNA binding
0,678 53E-03 x AT3G53400 2.1E-97 unknown
0,927 44E-01  x AT2G35860 4.0E-180 unknown
0,747 2,1E-02 x unknown
0,495 52E-02 x AT5G15230 8.3E-38 signaling
0,937 5,0E-01 x AT4G05470 1.4E-42 transcription
1,142 1,6E-01  x AT3G20390 9.2E-55 translation
0,832 1,5E-01  x unknown
0,762 53E-04 x unknown
0,670 4,6E-03 x AT4G37870 1.4E-303 energie
0,944 3,2E-01 x AT4G29850 2.3E-42 unknown
0,994 9,4E-01  x unknown
0,718 2,5E-03 x AT4G39210 5.3E-162 metabolism
0,861 1,7E-01  x AT2G31560 3.8E-39 unknown
1,006 9,0E-01  x unknown
0,861 1,5E-01  x unknown
0,821 9,2E-02 x AT5G17310 8.6E-210 metabolism
0,713 11E-02  x AT5G44560 7.5E-89 unknown
0,930 3,3E-01 x AT1G21910 1.5E-38 transcription
0,908 2,0E-01 x AT5G18230 1.5E-63 unknown
0,885 71E-02 x AT5G40990 3.1E-31 stress
0,869 14E-01  x translation
0,776 3,0E-02 x AT3G52230 5.8E-14 unknown
0,862 3,6E-02 x AT5G14710 2.7E-41 unknown
0,830 4,0E-02  x unknown
0,840 9,9E-02 x unknown
0,910 1,2E-01  x AT1G30400 9.3E-44 transport
0,951 6,3E-01  x AT2G44450 1.0E-88 cell wall
0,977 7,8E-01 x AT2G47730 5.8E-46 stress
0,862 85E-02 x AT1G19850 1.9E-117 development
0,812 3,1E-02 x AT4G14880 1.7E-142 metabolism
0,924 24E-01 x AT3G24660 1.1E-36 signaling
0,951 3,6E-01 x AT5G57560 2.2E-112 cell wall
0,956 56E-01 x AT2G36770 6.1E-35 metabolism
0,934 2,8E-01 x AT1G32700 2.3E-81 metal binding
0,842 1,7E-02  x AT5G11650 3.5E-142 metabolism
0,918 2,0E-01 x AT4G18950 4.2E-146 signaling
0,813 1,6E-02  x AT1G10630 8.4E-93 transport
1,214 6,4E-02 x transcription
0,826 9,7E-02 x AT4G33030 2.3E-202 metabolism
0,935 41E-01  x AT1G72860 7.9E-30 stress
0,737 1,2E-01  x AT2G20450 5.7E-55 translation
0,851 1,2E-02  x AT4G15550 2.8E-108 metabolism
0,903 14E-01  x AT1G01950 1.6E-54 development
0,847 1,3E-01  x unknown
0,917 3,8E-01 x AT1G54390 6.6E-97 development
1,055 59E-01 x AT5G62070 2.7E-66 unknown
0,814 6,7E-02 x AT1G66580 4.7E-35 translation
0,851 1,7E-01  x unknown
0,951 6,1E-01  x AT2G26980 1.5E-61 stress
0,943 6,0E-01 x AT1G27730 3.6E-53 stress
0,934 4,6E-01  x AT5G40870 2.9E-138 metabolism
0,835 1,2E-01  x AT1G51090 7.6E-28 unknown
1,074 5,0E-01  x AT2G41370 3.3E-98 development
1,017 91E-01 x AT2G38360 1.1E-65 unknown
0,850 1,8E-01 x AT3G47580 1.4E-51 signaling
0,681 3,0E-03  x unknown
0,999 9,9E-01 x AT2G34585 3.6E-21 unknown
0,931 2,8E-01 x AT3G18100 2.4E-56 transcription
0,908 34E-01  x AT5G51690 8.1E-95 metabolism
0,811 85E-02 x AT3G06770 6.0E-44 cell wall
0,921 23E-01 x AT2G33040 2.1E-128 energie
0,779 4,5E-03  x AT5G60860 4.9E-65 transport
0,862 2,0E-01 x AT5G61960 3.8E-65 unknown
0,762 8,1E-02 x unknown
0,784 1,8E-02 x AT3G09720 2.0E-52 unknown
0,922 4,8E-01  x AT3G29360 1.4E-241 metabolism




MT000268
MT011737
MT016071
MT000468

TC94470
TC96147
TC97409
TC94619

Q8LD66 2,00E-04 hypothetical protein 0,66
No hits found unknown 0,66
HHPM17 8,00E-77 17.1 kDa class Il heat shock protein. 0,642
T01230 1,00E-52 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 8 0,511

Sous exprimés

Groupe D

Type sauvage
vt et 2-3 semaines PMS/ 6 mois PMS

Type sauvage/ RNAi
2-3 semaines PMS

Groupe C
Type sauvage/ RNAI
6 mois PMS

4,8E-03
3,1E-03
7,1E-03
5,9E-04

097
1,026
0,561
1,194

5,5E-01
7,4E-01
47E-03
5,0E-02

0,929
0,899
1,052
0,650

3,8E-01
1,9E-01
2,9E-01
9,7E-04

x

unknown
unknown
AT5G12020 1.7E-48 stress
x AT4G00660 4.1E-61 metabolism



Annexe 3 :

Procédure de marquage et d’hybridation des puces a ADNc¢
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Rédigé par Richard Danger Version 2
Validé par Chevalier Catherine 24/04/08

Marquages a partir d’ARNt -GE Healthcare-

Kit CyScribe cDNA Post Labelling
(Ref : RPN 5660-X)

http://wwwé.gelifesciences.com/aptrix/upp00919.nsf/Content/ AABSE546F7367F44C1256EB40044AD37/$file/RP
N5660PL.pdf

Réactifs et matériel :

» CyScribe cDNA Post labelling kit — GE Healthcare- (24Rxns) avec 50 colonnes GFX

» NaOH 2,5 M (H,O nucléase free) filtrée, stockée a température ambiante (max 3 mois)

» HEPES 2 M free acid (H,O nucléase free), filtrée, stockée a température ambiante (max. 3 mois)

» NaHCO3 0,1M pH9.0 (0.84 g/ 100ml H,O nucléase free, pH ajusté par NaOH 1M) filtrée
Conservation en aliquots a -20°C, ou préparer extemporanément

» Hydroxylamine 4M (27.8 g / 100 ml H,O nucléase free) filtrée. Conservation en aliquots a -20°C, ou
préparer extemporanément

» H,0 nuclease free

» Centrifugeuse tubes eppendorf 1,5 ml

»> Blocs chauffants a 70°C, 42°C, 37°C

1 — Synthése de I’ADNc marqué par incorporation de AminoAllyl-dUTP

Porter des gants pour toute cette étape
Régler 1 bloc chauffant a 70°C et 1 autre a 42°C

Hybridation des primers
» Décongeler les produits du kit (sauf I’enzyme) sur la glace — Vortexer

» Centrifuger 15sec un aliquot de AA-dUTP et le resuspendre dans 30 pl d’H,O — glace
Le reste de [’aliquot est conservé a -20°C, au maximum 1 mois

» Dans un tube de 1,5 ml par réaction préparer

- ARNt (10 a 15 ug) 6 ul
- Randoms nonamers 1 pl
- Anchored oligo (dT) 2 ul
- H20 (kit) 2 ul

Meélanger doucement a la pipette

» Incuber 5 min. a 70°C
Cg. 15 sec, laisser refroidir a température ambiante 10 min (hybridation des primers)
Cg. 15 sec, puis placer les tubes sur la glace

Elongation

» A chaque tube ajouter dans I’ordre
- CyScript buffer 5X 4 ul
- DIT 0.1 M 2 ul
- Nucléotide mix 1 pl
- AA-dUTP 1 ul
- CyScript RT 1 ul

Meélanger doucement avec la pipette, Cg 30 sec

-1- Plateforme Transcriptome Puces 2 ADN - IFR026- OGP
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Préparation Cibles-P3.2- Marquages Indirect- GE Healthcare

Rédigé par Richard Danger Version 2
Validé par Chevalier Catherine 24/04/08
» Incuber 1 H30 a 42°C

Cg. 30 sec
Possibilité de conserver a —20°C

A partir de cette étape, le port de gant n’est plus nécessaire

2 - Purification des AA-cDNAs

Régler le bain-marie a 37°C

Dégradation de ’ARNm

>

>
>

Ajouter 2 pl de NaOH 2,5M a chaque tube
Vortexer et cg 15 sec

Incuber 15 min. a 37°C

Ajouter 10 ul ’HEPES 2M
Vortexer et cg 15 sec
Purification ou Possibilité de conserver a —20°C

Purification de I’ADNc sur colonnes GFX

A chaque tube neuf de Wash Buffer, rajouter 40 ml d’Ethanol 100%

Ajouter 500 ul de Capture buffer (dans le kit) — mélanger a la pipette

Transférer la totalité de la réaction sur une colonne GFX
Cg 30 sec a 13 000 rpm

Eliminer I’éluat (=garder le méme tube) et laver la colonne par 600 pul de Wash Buffer
Cg. 30 sec a 13 000 rpm

Répéter 2 fois le lavage (3 lavages au total)
Cg. 15 sec a 13 000 rpm « a vide »

Placer la colonne sur un tube eppendorf

Déposer 60 pl d’H20 préchauffée a 70°C sur le centre de la colonne
Incuber a température ambiante 3 min
Cg 1 mina 13 000 rpm

Réaction de couplage ou stockage a —20°C

3 — Marquage des AA-cDNAs par les CyDyes

>

>
>
>

Y VY

Sécher le cDNA purifié au speed-vac (environ 30 min)
Resuspendre le cDNA sec par 15 pl d’H20 nucléase free — Mélanger a la pipette
Reprendre un aliquot de CyDye (1 tube par cible) par 15 ul de NaHCO3, 0.1M

Meélanger immédiatement un aliquot de CyDye préparé avec les 15 ul d’AA-cDNA purifiés
Vortexer, centrifuger

Incuber 2 heures a température ambiante a 1’abri de la lumiére
Ajouter 15 pl d’Hydroxylamine 4M a chaque réaction — Vortexer

Incuber 15 minutes a T.amb. a ’abri de la lumiére
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Rédigé par Richard Danger
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Version 2

24/04/08

Possibilité de conserver a —20°C

4 — Purification des cDNA marqués sur colonnes GFX

>
>

Ajouter 500 ul de Capture buffer (dans le kit) — Mélanger a la pipette

Transférer la totalité de la réaction sur une colonne GFX
Cg 30 seca 13 000 rpm

Eliminer I’éluat en vidant le tube et laver la colonne par 600 ul de Wash Buffer
Cg 30 sec a 13 000 rpm

Répéter 2 fois le lavage (3 lavages au total)
Cg. 15 sec a 13 000 rpm « a vide »

Placer la colonne sur un tube eppendorf

Déposer 60 pl d’H20 préchauftée a 70°C sur le centre de la colonne.
Incuber a température ambiante 3 min
Cg. 1 min. a 13 000 rpm

Dosage des cDNA au NanoDrop

>
>

Sécher le cDNA marqué au speed-vac (environ 30mn)
Le cDNA est prét pour étre hybridé ou pour étre conservé a —20°C.
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Lames Epoxy Spottées sur LUCIDEA

Rédigé par DANGER Richard Version 2
Validé par Chevalier Catherine 28/04/08

Préparation et hybridation des lames Epoxy

spottées
(Zone d’hybridation de 24 x 60 mm)

Réactifs et matériel

PolyA RNA 10 mg/ml — SIGMA / Ref P 9403 (25 mg)

Yeast tRNA 10 mg/ml — Life Technologies / Ref 15401-019 (25 mg)
SSC 20X - Invitrogen life technologies / Ref 15557-044 (1000 ml)
SDS 10% filtré

Denhardt 50X - SIGMA / Ref. D 2532 (5 ml)

Formamide

BSA fraction V powder - SIGMA / Ref. A 2153 (100g)
Ethanolamine free base - SIGMA / Ref. E 9508 (100ml)

SDS solution 20% (W/V) Sodium dodecyl sulfate — BIO-RAD / Ref 161-0418 (1000 ml)
Cuves a coloration

Centrifugeuse tubes eppendorf 1,5 ml

Bain-marie a 42 °C

Etuve a 42°C et a 50°C

Lamelles 24x60

VVVVVVVVYVYVVYYYVY

1 — Préparation des solutions stocks

» Mix d’hybridation

[C] finale Pour 1ml
- Denhardt 50X 5X 100 pl
- SSC20x 35X 175 pul
- SDS 20% 03X 15 pul
- Yeast RNA 10ug/ul 0.5 pg/ul 50 ul
- PolyA RNA 10ug/ul 0.5 pg/ul 50 ul
- Formamide 50X 500 pl
- H20 110 pul

Aliquoter le mix d’hybridation : 0.5 ml/ tube (stockage a —20°C)

» BSA10%
BSA 10% en H20 milli-Q. A congeler (-20°C) par 15ml en tube Falcon. (Non filtrée)

» Ethanolamine 50mM, Tris base 100mM, pH9

- Trizma base 6.055¢g

- Trizma Hcl 7.88 g

- H20 milli Q 900 ml
Dissoudre

- Ethanolamine 3ml

Ajuster a pH 9 avec Hel 6N ou NaOH si besoin
QSP 1000 ml avec H,O milli-Q et filtrer

2 — Préparation des lames (MWG-Oligo)
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Validé par Chevalier Catherine 28/04/08
» Placer les lames sur un portoir

>

Incuber les lames 15 min a 50°C dans un bain Ethanolamine 50mM, Tris base 100mM, pH9,
(préchauffé a 50°C) additionné au dernier moment de SDS 0.1% en concentration finale

Tris éthanolamine,SDS 0.1% (150mL)
Solution stock Ethanolamine 50mM, Tris base 100mM, pH9 149 mL
SDS 20% 750 uL

Réaliser 2 lavages dans de I’eau Milli-Q (5 up and down dans 2 bains d’H,O différents)
Incuber les lames 15 mn a 50°C dans un bain SSC4X, 0.1% SDS (préchauffé a 50°C)

SSC4X, 0.1% SDS (150mL)

SSC 20X 30 mL
H20 Milli Q 100 ml
SDS 20% 750 ul
H20 Milli Q QSP 150 ml

Y

Un lavage dans un bain d’eau Milli-Q (5 up and down)
Centrifugation des lames 3 min a 1 000 rpm a T°C ambiante

Préhybrider 1 heure a 42°C, dans 150 ml de mix SSC 3.5 X / SDS 0.3% / BSA 1% (solution
préchauffée a 42°C)

Mix de préhybridation : SSC 3.5 X, SDS 0.3%, BSA 1% (150ml) :

BSA 10% 15 ml

SSC 20X 26.4 ml

H20 milli Q 80 ml

SDS 20% 2.25ml

H20 milli Q QSP 150 ml
Filtrer

>
>
>

Lavage des lames par 5 up and down dans 5 bains d’H,0O différents a T°C ambiante
Egoutter rapidement le portoir sur un « Kimwipes »

Cg immédiatement 3min a 1 000 rpm a T°C ambiante

3 — Hybridation

Pour les étapes suivantes, travailler un maximum a 1’abri de la lumicre
Attention, le protocole différe 1égerement entre les cibles amplifiées et non amplifiées

Cibles non amplifiées : reprendre chaque cible séchée, par 20 pL de mix d’hybridation
Cibles amplifiées : reprendre chaque cible séchée dans du mix d’hybridation a raison de 20 uL / pg

Meélanger 20 uL d’une cible Cy3 avec 20 pL d’une cible Cy5

Dénaturer les cibles 2 min a 100°C, puis incuber 30 min a 37°C
Cg 2 min a 13 000 rpm

Placer la cible sur la zone spottée, recouvrir d’une lamelle (dimensions 24x60) en évitant les bulles
Placer I’ensemble dans une chambre d’hybridation Telechem
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» Mettre 20 pl de 3X SSC dans chaque réservoir de la chambre

>

Fermer hermétiquement la chambre d’hybridation et I’immerger dans un bain-marie fermé (dans
I’obscurité) une nuit a 42°C

4 — Lavages

>

>

YV V V V V V

Immerger les lames dans un tampon SSC 2X / SDS 0.1%, afin de laisser tomber les lamelles au fond
du bain

Placer les lames sur un portoir, et les immerger dans un deuxiéme bain de tampon SSC 2X / SDS
0.1%
Placer sous agitation douce pendant 2 minutes sur I’agitateur, et agiter manuellement le portoir

Transférer dans un bain de tampon SSC 1X en évitant de transférer trop de tampon contenant du
SDS (égoutter)
Agiter 2 min

Transférer dans un bain de SSC 0.2 X. Agiter 2 min

Refaire un autre lavage de 2 min. en SSC 0.2 X

Egoutter rapidement le portoir sur un « Kimwipes »

Centrifuger immédiatement 3 min a 1000 rpm a température ambiante
Conserver au sec, a température ambiante et dans I’obscurité

Lire au scanner

Solutions a préparer :

SSC 2X, 0.1% SDS (1 L)

SSC 20X 100 mL

H20 Milli Q 400 mL

SDS 20% 5ml

H20 Milli Q QSP IL
SSC 1X (1 L)

SSC 20X 50 mL

H20 Milli Q QSP IL

SSC 0.2X (1 L)
SSC 20X 10 mL
H20 Milli Q QSP IL
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La Sucrose non-fermenting Related Kinase (SnRK1), en interaction avec ses deux sous
unités : B et ¥ (SNF4), est un important régulateur du métabolisme et des réponses aux stress
chez les plantes. Le but de cette these est d’étudier le role de MtSNF4b, une sous unité y
spécifique des graines de Medicago truncatula, pendant I’imbibition en relation avec la
germination. Une analyse physiologique de la germination des graines RNAi1 MtSNF4b au
cours de la post maturation a sec montre que les graines n’exprimant pas MtSNF4b perdent
leur dormance plus rapidement que les graines de type sauvage. Une analyse transcriptomique
comparative entre des embryons RNAi1 MtSNF4b et types sauvages montre que la plupart des
genes sont réprimés dans les graines RNAi1 MtSNF4b et sont liés au stress biotiques. Ces
geénes codent des pathogenesis related protéines de type PR-10, des chitinases ou des facteurs
de transcription de type WRKY et des enzymes impliquées dans le métabolisme secondaire,
notamment les voies métaboliques des phénylpropanoides et des isoflavonoides pour la
biosynthese de la médicarpine. Cependant, aucune différence dans la sensibilité des semences
imbibées de type sauvage et RNA1 MtSNF4b a deux souches de Xanthomonas par 1’analyse
de dynamiques de tailles des populations bactériennes n’a pu étre mise en évidence. Des
résultats préliminaires d’une étude de double hybride mettent en évidence plusieurs candidats
potentiellement impliqués dans la régulation de ces geénes. La protéine MtSNF4b semble
connecter la post maturation a sec avec les mécanismes de défenses dans les graines
dormantes de Medicago truncatula.

Role of MtSNF4b protein in after ripening of Medicago truncatula Seeds.

The sucrose nonfermenting-related kinase (SnRK1) together with its two regulatory subunits,
B ety (SNF4), is an important regulator of plant metabolism and stress responses. The aim of
this thesis is to study the role of MtSNF4b, a seed-specific ¥ subunit in Medicago truncatula
during imbibition and germination. A physiological analysis of seed germination of RNAI
MtSNF4b lines during after-ripening demonstrates that seeds that do not express MtSNF4b
show faster dormancy release. A comparative transcriptomic analysis between wild type and
RNAi1 MtSNF4b seeds shows that most of the differentially expressed genes are repressed in
the RNAi seeds and are linked to biotic stress. Genes code pathogenesis-related proteins
(PR10), chitinases, WRKY transcription factors and enzymes involved in phenylpropanoid
and isoflavonoid metabolic pathways leading to medicarpin biosynthesis. However, no
difference in the sensitivity to Xanthomonas strains, based on dynamic analysis of the
bacterial populations was detected between wild type or RNAi1 MtSNF4b seeds. Preliminary
results of a double hybrid analysis reveal several putative candidates that might be implicated
in the regulation of these genes. MtSNF4b appears to connect the expression of constitutive
gene expression of defense responses to after-ripening in dormant seeds of M. truncatula.
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Dormance, germination, sucres, SnRK1, Xanthomonas
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